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Zusammenfassung 
Intrazelluläre Wirksamkeit von Gentamicin und Rifampicin  im humanen 
Osteoblasten-Infektionsmodell 
Philipp Marius Paprottka 
Da es bei elektiven chirurgischen Eingriffen zur osteosynthetischen Versorgung als 
auch nach der Primärversorgung offener Frakturen häufiger zu infektbedingten 
Komplikationen kommt, ist die primäre Osteomyelitis für den Fachbereich der 
Traumatologie von besonderem Interesse.  
Ziel dieser Arbeit war es ein Osteoblasteninfektionsmodell  zu etablieren und die 
intrazelluläre Wirksamkeit von Gentamicin und Rifampicin auf die Referenzstämme 
der aktuellen Literatur, S. carnosus Bakterienstamm TM300, S.  aureus 
Bakterienstamm Cowan I und den klinisch aggressiven Staphylokokkus aureus, 
Subspezies aureus Rosenbach (ATCC 49230) im Osteoblasteninfektionsmodell zu 
untersuchen. Die Internallisierungs-fähigkeit von ATCC 49230 wurde im Vergleich zu 
den Referenzstämmen im Osteoblasteninfektionsmodell und unter zu Hilfenahme 
des Transmissionselektronenmikroskopes als auch Toxinanalysen  evaluiert.  
ATCC 49230 weißt eine 2 ½ fach höhere Internalisierungsrate als Cowan I auf und 
besitzt zusätzlich die Fähigkeit zur Externalisierung, extrazellulären Replikation als 
auch zur Reinternalisierung in noch nicht befallene Osteoblasten. Anhand dieses 
klinisch aggressiven internalisierungsfähigen Bakterienstammes konnte die 
hervorragende Bakteriendigestion von Rifampicin sowie die fehlende Wirkung von 
Gentamicin nachgewiesen werden. Es konnten keine SCVs isoliert werden, da 
Gentamicin als auch Rifampicin in bakteriziden Dosierungen verwendet wurden. 
Beim Einsatz von Antibiotika, insbesondere neuerer Wirkstoffe, sollte somit immer 
bedacht werden in wie weit eine intrazelluläre Wirksamkeit vorliegt, des Weiteren 
belegen die Daten eindeutig die Notwendigkeit von Antibiotikakombinations-
Therapien in lokal hohen Konzentrationen, um eine suffiziente Therapie von 
Knocheninfektionen zu gewährleisten. 
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Abkürzungsverzeichnis 
 
Aqua dest.     Aqua destillata 
ATCC      American Type Culture Collection 
BA      Blutagar 
bzw.      beziehungsweise 
ß-Glycerolphosphat    Beta-Glycerolphosphat 
ß-Subunit      Beta-Subunit 
DMSO     dimethyl sulploxide  
EDTA      ethylendiamintetraacetat 
FnBPs      fibronectin binding proteins  
FCS      foetal calf serum 
HAM’s F12     cell culture medium cell growth liquid 
HSA      humanes Serumalbumin 
HSP       humanes Serumprotein 
H2O       Wasser 
Inc.      incorporated 
I-P-A      Invasion-Protection-Assay 
IQR      Interquartilsabstand 
KH2PO4      Kaliumdihydrogencarbonat 
NaCl      Natriumchlorid 
Na2HPO4      Dinatriumhydrogenphosphat 
NBCS      newborn calf serum  
Med.       Median  
MEM      cell culture medium 
MBC      mean bactericidal concentration  
MH      Müller Hinton  
HMCs      human mesothel cells 
MIC       mean inhibitory concentration 
MOI       multiplicity of infection 
MRSA      Methicillin resistenter Staphylokokkus aureus  
MSSA       methicillin suscepible Staphylokokkus aureus 
MSCRAMM      microbial surface components recognising 
      adhesive matrix molecules 
MW      Mittelwert 
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N2      Stickstoff 
nM       Nanomol 
nm      Nanometer 
O2      oxygen 
OD      optische Dichte 
OsO4       Osmiumtetroxid  
p. a.      pro analysis 
PBS      phosphat buffered saline 
pH      pondus Hydrogenii 
RANKL      receptor activator for nuklear faktor kappa B 
      ligant 
Reg.Nr.     Registrierungsnummer 
RNA       Ribonucleic acid 
SCVs       small-colony variants 
SEB      Enterotoxin Gen B 
ST       Stämme 
TEM      Transmissionselektronenmikroskop 
tsst-1      toxic shock syndrom toxin 1 
TNF      Tumor Nekrose Faktor 
UPM      Umdrehungen pro Minute 
UAMS-1      University of Arkansas for Medical Sciences 
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2 Einleitung 
 
Knocheninfektionen waren bereits in der Antike bekannt. Obwohl die pathogenen 
Erreger erst im Laufe der Geschichte entdeckt wurden, postulierte der Römer Celsius 
bereits im 1. Jahrhundert nach Christi Geburt infizierte bzw. nekrotische Knochenteile 
offen zu legen, zu entfernen, den Knochen ggf. aufzubohren und ein Glüheisen zu 
verwenden, um die Abstoßung nekrotischen Gewebes zu beschleunigen. Er 
unterschied damit erstmals vitales und avitales Gewebe und sprach sich für ein 
chirurgisches Vorgehen bis an die Grenzen der beginnenden Durchblutung aus 
(Hofmann 2004). 
Obwohl heutzutage bekannt ist, dass die Osteomyelitis zu 70 bis 80% durch 
Staphylokokkus aureus und Staphylokokkus epidermidis verursacht wird, stellen 
diese Infektionen immer noch eine gefürchtete Komplikation dar.  
Zur Entwicklung von innovativen Therapiestrategien der Osteomyelitis wird in dieser 
Studie die Wirkung von Gentamicin und Rifampicin mit Hilfe eines 
Osteoblasteninfektionsmodelles in-vitro untersucht. 
 
Die drei unterschiedlichen Typen der Osteomyelitis werden nach Waldfogel et all. 
durch die folgenden Kriterien definiert.  
1. Eine primär entstandene lokale Infektion des Knochens, die durch ein Trauma, 
einen operativen Eingriff am Knochen oder einen prothetischen Eingriff verursacht 
wird. Sie kann in jedem Lebensalter auftreten und jeden Knochen des Körpers 
befallen. Der mit einem Implantat versorgte Knochen ist wesentlich anfälliger für eine 
Osteomyelitis. Diese Patienten müssen bei den Nachuntersuchungen sorgfältig 
kontrolliert werden, da eine Therapie im Falle einer Infektion deutlich erschwert ist.  
2. Die sekundäre Osteomyelitis beginnt in der Regel mit einer Infektion des 
Weichteilgewebes, die sich bis in den Knochen ausbreitet. Prädisponiert sind 
Patienten mit einer vaskulären Insuffizienz, insbesondere Diabetiker, die durch die 
metabolischen Folgen ihrer Grunderkrankung (Ischämien des Weichteilgewebes und 
des Knochens, sowie motorische, sensorische und autonome Neuropathien) 
gefährdet sind. 
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3. Die hämatogene Osteomyelitis tritt vor allem bei präpubertären Kindern oder 
älteren Menschen auf. Sie wird durch die Nidation von im Blut zirkulierenden 
Bakterien in oft nur leicht verletzte Knochen verursacht (Lew and Waldvogel 2004). 
 
Von besonderem Interesse für den Fachbereich der Traumatologie ist die primäre 
Osteomyelitis, da es bei elektiven chirugischen Eingriffen zur osteosynthetischen 
Versorgung in 0,7 – 4,2% (Periti, Mini et al. 1998) und in 5 – 33% nach der 
Primärversorgung offener Frakturen (Ostermann, Henry et al. 1994) zu tiefen 
Wundinfektionen kommen kann. Die Infektionsrate bei primären Hüftprothesen wird 
mit weniger als 1% angegeben. Weltweit werden pro Jahr jedoch mehr als eine halbe 
Millionen endoprothetische Eingriffe des Hüftgelenkes durchgeführt, wodurch sich 
eine große Anzahl von Prothesen-assoziierten Osteomyelitiden ergibt. Zusätzlich 
nimmt die Zahl der implantierten künstlichen Knie- und Ellenbogenprothesen, die mit 
einem erhöhten Infektionsrisiko verbunden sind, weiter zu. Die wirtschaftliche 
Belastung, die mit Sekundäreingriffen auf Grund von septischen Prothesen 
einhergeht, ist enorm und beträgt mehr als das 5,3 bis 7,2-fache eines 
Primäreingriffes (Fisman, Reilly et al. 2001). 
Eine Entfernung der infizierten Implantate bzw. der Prothesen ist meistens 
notwendig, um die Osteomyelitis und deren Folgen adäquat zu therapieren. Häufige 
Folgen der Osteomyelitis sind große skelettale Defekte, Beinverkürzungen, 
Funktionsminderungen, eine Verlängerung der Rekonvaleszenz und bisweilen sogar 
tödliche Verläufe (Lew and Waldvogel 2004). Deswegen ist es umso wichtiger die 
Eigenschaften der unterschiedlichen Staphylokokkus aureus Subtypen und die 
Wirksamkeit von verschiedenen Antibiotika zu untersuchen und zu verstehen.  
 
Staphylokokkus aureus ist eines der häufigsten Gram-positiven Pathogene beim 
Menschen. Das Bakterium kann diverse Infektionen auslösen, wie z.B. Pneumonien, 
Endokarditiden, Wundinfektionen oder Osteomyelitiden. Eine der gefürchteten 
Komplikationen ist die Entwicklung einer Sepsis und eines septischen Schocks mit 
vaskulären Schäden und einem Multiorganversagen (Lowy 1998). 
Staphylokokkus aureus synthetisiert eine Reihe von extrazellulären- und 
Zelloberflächenfaktoren, welche entscheidend zur Virulenz des Bakteriums 
beisteuern. Diese so genannten verschiedene MSCRAMM (microbial surface 
components recognising adhesive matrix molecules) befinden sich auf der 
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Bakterienoberfläche, und können spezifisch mit Wirtsproteinen wie z. B. Fibrinogen, 
Fibronektin, Kollagen, Vitronektin, Laminin, Thrombospondin, Seiloproteine des 
Knochens, Elastin oder von Wildebrand Faktor (P Vaudaux 2000) interagieren. Einer 
der wichtigsten Faktoren zur Internalisierung in Wirtszellen sind z.B. die fibronectin-
binding-proteins (FnBPs), die für die Überbrückung durch Fibrinogen zwischen den 
fibronectin-binding-proteins (FnBPs) von Staphylokokkus aureus und dem 
fibronectin-receptor α5ß1 der Wirtszelle (Sinha, Francois et al. 1999) verantwortlich 
sind. Es konnte gezeigt werden, dass bereits FnBPs ohne andere spezifische Co-
Rezeptoren Staphylokokkus aureus zur Internalisierung in Wirtszellen befähigen 
(Sinha, Francois et al. 2000). 
Des Weiteren spielen Faktoren, die der Umgehung der Abwehrreaktionen des Wirtes 
dienen, wie z.B. Protein A, verschiedene Toxine und kapsuläre Polysaccharide eine 
entscheidenden Rolle. Sie greifen z. B. mit Hilfe von Exotoxinen die Wirtszellen an 
oder degradieren mit Hilfe von verschiedenen Hydrolasen die extrazelluläre Matrix. 
Staphylokokkus aureus und Staphylokokkus epidermidis sind zusätzlich zur Bildung 
von Biofilmen fähig, die zu Schwierigkeiten der Behandlung mit antimikrobiellen 
Wirkstoffen führen (Costerton, Veeh et al. 2003). 
Zusammenfassend lässt sich sagen, dass letztendlich die Internalisierung in 
Säugetierzellen durch Staphylokokkus aureus für die Gewebekolonisation und 
Persistenz z. B. nach einer Bakteriämie verantwortlich ist (Sinha, Francois et al. 
1999).  
Die Internalisierung von Staphylokokkus aureus in humane und murine Zellen konnte 
bisher für zahlreiche Zelltypen wie z.B. Endothelzellen (Ogawa, Yurberg et al. 1985; 
Drake and Pang 1988; Haslinger-Loffler, Kahl et al. 2005), Epithelzellen (Schmidt, 
Bukholm et al. 1989; Deitch, Haskel et al. 1995; Sinha, Francois et al. 1999; 
Haslinger-Loffler, Kahl et al. 2005), Mesothelzellen (Haslinger-Loffler, Wagner et al. 
2006) und Fibroblasten (Sinha, Francois et al. 1999) beschrieben werden. 
Staphylokokkus aureus besitzt außerdem die Fähigkeit zur Internalisierung in 
Osteoblasten in vitro (Hudson, Ramp et al. 1995; Ellington, Reilly et al. 1999; Jevon, 
Guo et al. 1999; Ellington, Harris et al. 2003) und in vivo (Reilly, Hudson et al. 2000) 
sowie zur intrazellulären Persistenz. Hudson et al. konnten 1995 mit Hilfe der 
Elektronenmikroskopie zeigen, dass die Osteoblasten bei der Aufnahme von Cowan 
I aktiv sind, indem sie das Bakterium phagozitieren. Die aufgenommenen Bakterien 
wurden  teilweise in intrazellulären Vakuolen gefunden. Sie lagen jedoch zum 
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größten Teil frei im Zytoplasma vor. Bei zuvor abgetöteten Osteoblasten konnten 
keine internalisierten Bakterien gefunden werden (Hudson, Ramp et al. 1995) was 
auf einen aktiven Prozess der Osteoblasten bei der Internalisierung hindeutet. 
 
Ein Problem welches sich aus den intrazellulär vorliegenden Bakterien ergibt, sind 
die so genannten small-colony variants (SCVs). Hierbei handelt es sich um einen 
metabolisch veränderten Zustand von Staphylokokkus aureus, welcher durch das 
intrazelluläre Überleben für die Pesistenz von Knocheninfektion verantwortlich sein  
könnten (Proctor, van Langevelde et al. 1995; Baumert, von Eiff et al. 2002). 
Diese langsam wachsende Subpopulation von Staphylokokkus aureus wurde das 
erste Mal bereits vor über 100 Jahren beschrieben (Kolle W 1906). Seitdem wurden 
viele Berichte und prospektive Studien veröffentlicht, die sich mit der Bedeutung von 
SCVs beschäftigten (von Eiff, Vaudaux et al. 1999; Abele-Horn, Schupfner et al. 
2000; von Eiff, Becker et al. 2001; Rolauffs, Bernhardt et al. 2002; Seifert, 
Wisplinghoff et al. 2003; von Eiff, Lubritz et al. 2004). Diese phänotypische Variante  
von Staphylokokkus aureus besitzt einen reduzierten Metabolismus, und scheint 
durch seine intrazelluläre Lage vor der Immunantwort sowie vor der Wirkung von 
Antibiotika geschützt zu sein. Dieses ist auch eine Erklärung dafür, dass SCVs 
vorwiegend bei chronischen, antibiotikarefraktären Infektionen gefunden werden und 
oft auch noch nach monate- bis jahrelanger Persistenz der Erreger nachweisbar ist 
(von Eiff, Peters et al. 2006). Das phänotypische Merkmal des langsamen 
Wachstums führt zu der Entwicklung von Mikrokolonien, die normalerweise um das 
10 fache kleiner als normale Kolonien sind (von Eiff, Peters et al. 2006). 
In den letzten Jahren wurde die Fähigkeit zur intrazellulären Persistenz insbesondere 
bei den SCVs von Staphylokokkus aureus beschrieben (Balwit, van Langevelde et al. 
1994). Obwohl SCVs schon lange als infektiöse Parameter bekannt sind, wurde 
dieser Phänotyp erst in den letzten Jahren mit persistierenden und rekurrierenden 
Infektion in Verbindung gebracht (Proctor, van Langevelde et al. 1995; Spearman, 
Lakey et al. 1996; von Eiff, Bettin et al. 1997; Kahl, Herrmann et al. 1998). Zum 
Schwerpunkt vieler Studien, die SCVs von Staphylokokkus aureus und Koagulase-
negativen Staphylokokken untersuchten, intensivierte sich das Forschungsinteresse 
bezüglich der chronischen Osteomyelitis (von Eiff, Bettin et al. 1997; von Eiff, Lindner 
et al. 1998; Seifert, von Eiff et al. 1999; Rolauffs, Bernhardt et al. 2002).  
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In der vorliegenden Studie sollte das Internalisierungsverhalten der Bakterienstämme 
TM300, Cowan I sowie ATCC 49230 an humanen Osteoblasten mit Hilfe des 
Invasion-Protection-Assay in vitro untersucht werden.  
Um die Wirkung von Antibiotika auf internalisierte Bakterien und deren 
Vermehrungsverhalten zu beobachten, wurden die Invasions-Protection-Assays mit 
unterschiedlichen Antibiotika (Gentamicin, Rifampicin) kombiniert. 
Das Antibiotikum Gentamicin gehört zu der Gruppe der Aminoglykoside, welche 
bakterizid auf proliferierende und ruhende Erreger wirken. Die Aminiglykoside binden 
an die 30 S-Untereinheit der 70 S-Ribosomen und hemmen die Proteinbiosynthese. 
Zusätzlich wird die Zellwand geschädigt. Bei oraler Gabe kommt es kaum zur 
Resorption und somit zur Darmsterilation. Nach intravenöser Applikation kommt zur 
guten Verteilung im Extrazellulärraum (Karow 2006). 
SCVs sind resistenter gegen Aminoglykoside. Sie konnten regelmäßig und nach 
kurzer Zeit aus Staphylokokkus aureus Kulturen, die mit Gentamicin oder anderen 
Aminoglykosiden versetzt wurden, isoliert werden (Musher, Baughn et al. 1977; 
Chambers and Miller 1987; Balwit, van Langevelde et al. 1994; Proctor, van 
Langevelde et al. 1995; Koo, Bayer et al. 1996; Baumert, von Eiff et al. 2002) . 
Rifampicin ist ein bakterizider Nukleinsäuresynthesehemmer, der gegen Gram-
positive und Gram-negative Bakterien wirkt (Bost, Ramp et al. 1999). Außerdem ist 
dieses Antibiotikum in der Lage, die Produktion von Biofilmen durch Staphylokokkus 
aureus zu reduzieren (Norden 1975; Norden and Keleti 1980). Rifampicin interagiert 
mit der ß-Subunit der bakteriellen RNA-Polymerase, welche bei Staphylokokkus 
aureus auf dem Gen rpoB kodiert ist (Aboshkiwa, Rowland et al. 1995). Resistenzen 
gegenüber Rifampicin werden bei Staphylokokkus aureus durch Punktmutationen im 
Bereich der ß-Subunit durch eine Reduktion der Affinität des Enzyms zum 
Antibiotikum hervorgerufen (Morrow and Harmon 1979). 
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3 Zielsetzung 
 
Die Zielsetzung dieser Arbeit ist es… 
 
1. Die intrazelluläre Wirksamkeit von Gentamicin und Rifampicin auf die 
Referenzstämme der aktuellen Literatur, Staphylokokkus carnosus Bakterienstamm 
TM300 und Staphylokokkus aureus Bakterienstamm Cowan I  (ATCC 12598), und 
den klinisch aggressiven Staphylokokkus aureus Subspezies aureus Rosenbach 
(ATCC 49230) im Osteoblasteninfektionsmodell zu untersuchen. 
 
2.   Die Internalisierung eines klinisch aggressiven Staphylokokkus aureus Stammes 
im Vergleich zu den Referenzstämmen im Osteoblasteninfektionsmodell zu 
analysieren.
- Material und Methoden - 
17 
 
4  Material und Methoden 
 
4.1  Materialien 
 
Das Material zur Osteoblastengewinnung wurde perioperativ im Operationssaal der 
Unfall-, Hand- und Wiederherstellungschirurgie der Uniklinik Münster gewonnen. 
Es handelte sich bei diesem Material um humane Capiti femori, die im Rahmen von 
operativen Eingriffen der Hüftendoprothetik entfernt werden mussten. 
(Reg.Nr. 4VII Paletta1) 
 
 
Material Hersteller 
Aqua destillata Universitätsklinikum Münster, 
Apotheke 
Columbia-Blutagar  Becton Dickinson 
Dexamethasone powder > 97%,  
cell culture tested 
SIGMA-ALDRICH CHEMIE GmbH, 
Steinheim 
Dextrose-Bouillon  Oxoid 
Dimethyl-Sulfoxide (DMSO) Hybri-maxÒ SIGMA-ALDRICH CHEMIE GmbH, 
Steinheim 
Glycerol 2-phosphate disodium salt hydrate SIGMA-ALDRICH CHEMIE GmbH, 
Steinheim 
HAM’s F-12 Medium (1x)  Biochrom AG, Berlin 
Human-Albumin 20%, Behring, salzarm, 50ml ZLB Behring GmbH, Marburg 
L-Ascorbic acid 2-phosphate 
sesquimagnesium salt, minimum 95% 
SIGMA-ALDRICH CHEMIE GmbH, 
Steinheim 
Lyophilized powder, min. 500 units/mg protein SIGMA-ALDRICH CHEMIE GmbH, 
Steinheim 
MEM-EARLE Biochrom AG, Berlin 
MH (Müller-Hinton) –Bouillon Mast 
NaCl 0,9%, Spüllösung Delta Select GmbH, Dreieich 
Newborn Calf Serum PAA Laboratories GmbH, Pasching 
PASTOREX-Test  Bio-Rad 
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PBS-Pufferlösung, pH 7,4 Universitätsklinikum Münster, 
Apotheke 
Penicillin/Streptomycin (100x) PAA Laboratories GmbH, Pasching 
Trypsin-EDTA (10x), 0,5%/0,2% in D-PBS PAA Laboratories GmbH, Pasching 
Tryptan Blue Solution (0,4%) SIGMA-ALDRICH CHEMIE GmbH, 
Steinheim 
 
 
 
Zellkulturflaschen und Hilfsmittel Hersteller 
1,5ml- und 2ml-Standardtupes Eppendorf AG, Hamburg 
12-Well-Zellkultur-Testplatten Greiner Bio-One, CellstarÒ 
diverse Pipettenspitzen Eppendorf AG, Hamburg 
Kryoröhrchen BA, Ditco 
MH–Agarplatten   Heipha Dr. Müller GmbH 
Neubauer-Zählkammer Neubauer 
Zellkulturflaschen (Tissue Kulture Flask) Greiner Bio-One, CellstarÒ 
Zentrifugenröhrchen BD FalconÒ 
 
 
 
Geräte Hersteller 
Absaugpumpe ISOMATEC Laboratoriumstechnik 
GmbH 
Beschallungsgerät (Jürgens 2210) Thomson 
Brutschrank(37°C, 5% CO2)  
HERAÒ cell 150 
HERAÒ 
Durchlichtzähler Stuart Scientific 
Lichtmikroskop MoticÒ AE31 MoticÒ 
Multipipette Eppendorf AG, Hamburg 
Photometer Pharmacia Biotech, Ultrospec 1000 
Wasserbad  Memmert 
Zentrifuge Sigma 4 K 15 SIGMA-ALDRICH CHEMIE GmbH, 
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Steinheim 
Zentrifuge Multifuge 3 Heraceus 
-80°C-N-Gefrierschrank Heraceus, hera freeze 
-70°C-Gefrierschrank Heraceus, hera freeze 
 
 
 
4.2  Verwendete Stämme und Oligonukleotide 
 
 
Erregerstamm Genotyp Eigenschaften 
Referenz oder 
Bezugsquelle 
S. carnosus TM300 
Referenz Isolat, keine 
Adhesin expression (Schleifer 1982) 
S. aureus Cowan I 
Referenz Isolat, das von 
einem Patienten mit einer 
septischen Arthritis 
gewonnen wurde ATCC 12598 
S. aureus UAMS-I 
Subspezies aureus 
Rosenbach, Isolat von 
einem Patienten mit einer 
chronischen Osteomyelitis 
aus Little Rock, Arizona ATCC 49230 
 
 
Staphylokokkus carnosus Bakterienstamm TM300 (Schleifer 1982; Augustin and 
Gotz 1990) ist ein Gram-positives Bakterium. Dieser Stamm ist nicht pathogen, 
Koagulase-negativ und wird bei einheimischen Paarhufern und in 
Trockenfleischprodukten gefunden. Der carnosus Stamm besitzt keine der bekannten 
Staphylokokkus aureus Oberflächenstrukturen  (Sinha, Francois et al. 2000), so dass 
er nicht zur Adhäsion und Invasion fähig ist. Seine Invasivität wird mit 0% in der 
Literatur angegeben.  
Der Bakterienstamm Cowan I  (ATCC 12598) ist ein Isolat, das von einem Patienten 
mit einer septischen Arthritis gewonnen wurde. Der Stamm dient als Referenz Isolat 
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für Staphylokokkus aureus. Die Invasivität von Cowan I wird in der Literatur mit 100% 
angegeben (Haslinger-Loffler, Wagner et al. 2006). 
Staphylokokkus aureus, Subspezies aureus Rosenbach UAMS-1  (ATCC 49230), ist 
ein Isolat von einem Patienten mit einer chronischen Osteomyelitis aus Little Rock, 
Arizona. ATCC 49230 ist ein häufig verwendeter Stamm für in vivo Infektionsmodelle, 
aber über die Fähigkeit zur Invasion ist in der bisherigen Literatur nur wenig bekannt. 
 
 
4.3  Gewinnung und Anzucht 
 
4.3.1 Gewinnung von humanen Osteoblasten 
 
Osteoblastenmedium 
MEM : HAM`s F12 = 1:1 
10 %iges NBCS  
Penicillin 100 Units/ml 
Streptomycin 100 µg/m 
Dexamethason 10 nM  
L-Ascorbat-2-Phosphat 0,2 mM 
β-Glycerolphosphat 10 mM 
 
 
Die perioperativ entnommenen Capiti femori wurden in einer Sterilbank (Hera Safe 
HSP 12) steril präpariert. Die Hüftköpfe wurden mit sterilem Werkzeug retrograd 
ausgehöhlt und die gewonnene Spongiosa wurde zerkleinert. Die Knochenfragmente 
wurden in Röhrchen überführt und drei Mal mit sterilem Phosphat Puffer (PBS, pH 
7,4) gewaschen, um Verunreinigungen durch Blut und Fett  zu entfernen. 
Nach der Reinigung der Knochenfragmente wurden die Röhrchen mit 8 ml Trypsin-
EDTA (Ethylendiamintetraacetat) versetzt, bis alle Fragmente bedeckt waren, und 
anschließend bei 37°C und 5% CO2 für 30 Minuten inkubiert. 
Das Trypsin-EDTA wurde entfernt und die Knochenfragmente wurden mit 
Osteoblastenmedium (siehe Tabelle Osteoblastenmedium) versetzt, um den Prozess 
der Trypsinierung zu stoppen. Anschließend wurden die Knochenfragmente  in 
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Zellkulturflaschen (Sarstedt, T 75) überführt und mit ca. 15 ml Osteoblastenmedium 
(siehe Tabelle) versetzt. 
Die Zellkultur wurde bei 37°C und 5% CO2 inkubiert. Das Osteoblastenwachstum 
wurde täglich mikroskopisch kontrolliert. 
Das Osteoblastenmedium wurde alle zwei Tage gewechselt und nach drei bis sieben 
Tagen konnte das Wachstum der ersten Osteoblasten beobachtet werden. Bevor die 
Osteoblasten konfluent wurden, wurden sie wie folgt trypsiniert: 
Das Kulturmedium wurde entfernt und die Zellen wurden mit PBS gespült. Die 
Gewebekulturflaschen wurden mit 8 ml Trypsin-EDTA fünf Minuten bei 37°C und 5% 
CO2 inkubiert. Die adherenten Zellen wurden mechanisch durch Klopfen vom 
Flaschenboden abgelöst. Unter mikroskopischer Kontrolle wurde überprüft, ob sich 
alle adherenten Zellen gelöst hatten. Anschließend wurden die Osteoblasten in neue 
Zellkulturflaschen überführt und erneut mit Kulturmedium versetzt. 
Sofern der Flaschenboden zu 80 bis 90% bewachsen war, wurden die Osteoblasten 
in der zuvor beschriebener Weise trypsiniert. Der Fascheninhalt wurde in ein steriles 
Zentrifugenröhrchen überführt und anschließend bei 1000 UPM für fünf Minuten 
zentrifugiert (Sigma 4k15). Das Zell-Pellet wurde in 1 ml Osteoblastenmedium 
resuspendiert und bei 4 °C gelagert. 
Um die Zellzahl zu bestimmen wurde vier Großquadrate einer 1 : 2 Verdünnung der 
Zellsuspension in einer Neubauer-Zählkammer ausgezählt. Die Zellzahl wurde nach 
der folgenden Formel (ausgezählte Zellen (X) * Volumen der Zählkammer (104)  * 
Kehrwert der Verdünnung (2) geteilt durch die vier Großquadrate (4) = Zellen/ml) 
errechnet. 
Die Zellen wurden pelletiert und in 800 µl resuspendiert. Im Verhältnis 1 : 1 wurde 
das Einfriermedium ((Osteoblastenmedium, NBCS, DMSO (Dimethyl-sulphoxide): 
Verhältnis 1:1:0,5)) hinzugegeben und die Zellen anschließend bei - 80°C (Heraeus 
HFU 686) eingefroren. Zur Langzeitaufbewahrung wurden die Zellen in flüssigen 
Stickstoff überführt. 
Das Dimethyl-sulphoxide vermindert dabei die Möglichekeit einer letalen 
intrazellulären Eiskristallisation der Zellen. 
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4.3.2 Kultivierung von humanen Osteoblasten 
 
Für die Versuche wurden ausschließlich Osteoblasten der Passage 3 verwendet. 
Die bei  -80°C gelagerten Osteoblasten wurden mit 15 ml warmem Medium aufgetaut 
und bei 1000 UPM fünf Minuten zentrifugiert. Das Pellet wurde in 1 ml 
Osteoblastenmedium resuspendiert und anschließend auf 5 X 104 Zellen pro ml 
verdünnt. 
Die Osteoblasten wurden nun in 175 cm2 großen Zellkulturflaschen ausgesät, mit  
22 ml Nährmedium versorgt und für drei Tage bei 37°C und 5% CO2 inkubiert. 
Die Zellen wurden nun erneut trypsiniert (siehe 4.3.1) und mittels der Neubauer-
Zählkammer gezählt (siehe 4.3.1). Die Zellkonzentration wurde auf 5 x 105 
Osteoblasten pro ml eingestellt und jeweils 5 x 105 Zellen/Well auf einer 12 well-
Platte ausgesät.  
Pro Versuchsgruppe wurden zu jedem Zeitpunkt Tripletts angesetzt, um die 
Reproduzierbarkeit der Versuche zu kontrollieren. Insgesamt wurden für jede Gruppe 
mindestens zu drei verschiedenen Zeitpunkten Tripletts durchgeführt und analysiert. 
Die 12 well-Platten wurden für 17h über Nacht bei 37°C und 5% CO2 inkubiert, damit 
die Osteoblasten adherent werden konnten. Für die Inkubation fügte man jeweils 
noch 1ml Osteoblastenmedium pro Well hinzu. 
 
 
4.3.3 Anzucht und Kultivierung von Bakterien 
 
Am Tag vor der Internalisierung wurde je eine Kolonie der Bakterienstämme TM 300, 
Cowen I und ATCC 49230  mit einer sterilen Öse von einer Blut-Agar-Platte (Becton 
Dickinson) entnommen und in jeweils 5ml MH (Müller-Hinton-Bouillon/Mast) geimpft. 
Die Bakterien wurden über Nacht  in einem schüttelnden Wasserbad bei 37° C 
inkubiert. Die Bakterien der Übernachtkultur (TM 300, Cowen I, ATCC 49230) 
wurden aus dem Wasserbad genommen und für fünf Minuten bei 4000 rpm und 4°C 
zentrifugiert (Multifuge 3, heraceus). Der Überstand wurde verworfen und die Zellen 
mit 5 ml PBS bei 4000 rpm erneut für fünf Minuten bei 4°C zentrifugiert. Der 
Überstand wurde verworfen, das Pellet in 1 ml 1%-iger HSA-Lösung (Human Serum 
Albumin)  resuspendiert und anschließend im Ultraschallbad (Jürgens 2210, 
Thomson) eine Minute beschallt,  was eine Verklebung der einzelnen Bakterien 
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untereinander verhindern sollte.  Um die gewünschte HSA Konzentration zu erhalten, 
wurde die 20% Stocklösung HSA (Humanes Serumalbumin 20%, Behring) mit 
sterilem PBS verdünnt.  
Um zu gewährleisten, dass bei jedem Versuch die gleiche Anzahl von Bakterien 
eingesetzt wurde, wurde die OD (optische Dichte)  eine 1:10 Verdünnung der 
Bakteriensuspension photometrisch (Pharmacia Biotech, Ultrospec 1000) bei einer 
Wellenlänge von 540 nm gemessen. Die OD540nm wurde anschließend durch 
Verdünnung auf 1 eingestellt, welches einer Gesamt-Keimzahl von 5 x10 8/ml 
entsprach. Die Bakterien wurden erneut eine Minute im Ultraschallbad beschallt. 
Bevor die Bakterien bis zur weiteren Nutzung bei 4°C gelagert wurden, stellte man 
von jedem der drei Stämme eine Verdünnungsreihe (10-1-10-6) mit NaCl 
(Natriumchlorid) her. Die Verdünnungen  10-3-10-6 wurden auf MH-Agar-Platten 
ausgestrichen und 24h bei 37°C und 5% CO2 inkubiert. Mit Hilfe dieser 
Verdünnungsreihe wurde  die korrigierte MOI (Multiplicity of Infection) (siehe 4.6) 
berechnet. 
 
 
4.4.  Mikrobiologische Methoden 
 
4.4.1 Resistenzbestimmungen 
 
Die Antibiotika Resistenzbestimmungen von Cowan I und ATCC 49230 ohne 
Antibiotika, mit Rifampicin und der Kombination von Gentamicin und Rifampicin 
erfolgten mittels VITEK 2. Das VITEK 2 ist ein halbautomatisches Verfahren zur 
Keimidentifizierung und  Resistenzbestimmung der Firma Biomerieux auf Basis einer 
colorimetrischen Methode, welche in den mikrobiologischen Laboren weit verbreitet 
ist. 
 
 
4.4.2 Stammtypisierung 
 
Die Stammtypisierung des Staphylokokkus aureus Stammes ATCC 49230 wurde in 
Zusammenarbeit mit  dem Institut für medizinische Mikrobiologie der Universität 
Münster mittels Pulsfeldgelelektrophorese durchgeführt. 
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4.4.3 SCV-Diagnostik 
 
Morphologisch auffällige Bakterienkolonien, die trotz Antibiotika gewachsen waren 
(siehe 4.5), wurden mit einer sterilen Öse in Glycerinkulturen (BA, TSB Bouillon und 
20% Glycerin, Ditco) geimpft. Diese wurden für 24h bei 37°C im Brutschrank 
inkubiert und anschließend bei -80°C (Heraceus, hera freeze) eingefroren. Bei allen 
Versuchsgruppen mit Antibiotikazusatz und zu jedem Zeitpunkt wurden mindestens 
drei Colonien von Cowan I und ATCC 49230 gepickt.  Diese wurden anschließend 
der SCV Diagnostik zugeführt. 
Morphologisch auffällige Bakterienkolonien wurden auf Columbia-Blutagar (BA) 
(Becton Dickinson) ausgestrichen und anschließend in Dextrose-Bouillon (Oxoid) 
überführt. 
Die Agarplatten wurden für 72h bei 37°C inkubiert und alle 24h auf das Wachstum 
auffällig kleiner Kolonien überprüft. Die Bouillon wurde ebenfalls bei 37°C für 72 h 
inkubiert und alle 24h kontrolliert, ob es zu einer Trübung der Bouillon gekommen 
war. Bei einer Trübung und nach Ablauf der 72h wurde die Bouillon auf Blutagar 
ausgestrichen und erneut auf bakterielles Wachstum, speziell auf auffällig kleine 
Kolonien, untersucht. Auffällige Kolonien wurden dann auf Blutagar subkultiviert. Die 
Analyse der Speziesebene von Staphylokokkus aureus erfolgt mittels des 
PASTOREX-Test (Bio-Rad), wobei es sich nach Angaben des Herstellers um ein 
Agglutinationsschnelltest auf Speziesebene handelt. PASTOREX-positive Isolate 
wurden in Glyzerinkulturen für weitere Untersuchungen, wie z.B. die biochemische 
Speziesidentifizierung sowie die  Resistenztestung, konserviert (siehe 4.4.1 und 
4.4.2). 
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4.4.4 Antibiotika 
 
Rifampicin Rifampicin, approx. 
95% HPLC powder 
SIGMA-ALDRICH 
CHEMIE GmbH, 
Steinheim 
Gentamicin Gentamicin Solution 
10ml 
SIGMA-ALDRICH 
CHEMIE GmbH, 
Steinheim 
 
Gentamicin (1 mg/ml): Es wurden 0,1 ml aus einer 10 mg/ml Stocklösung Gentamicin 
(Sigma-Aldrich) zu 0,9 ml sterilem Aqua dest. pipetiert und bei -20°C gelagert. 
Rifampicin (5 mg/ml): Es wurde 250 mg Rifampicin (Sigma-Aldrich) in 50 ml Methanol 
p. a. gelöst und bei -20°C gelagert. 
 
 
4.5  Internalisierung 
 
 
Invasionsmedium 
MEM : HAM`s F12 = 1:1 
HSA-Lösung 1% 
 
 
Die Osteoblasten wurden zur Invasion vorbereitet, indem mit je 1 ml 37°C warmen 
MEM/HAM’s F12 (1:1) gewaschen wurden, um Rückstände des 
Osteoblastenmediums zu entfernen. Anschließend wurde 1 ml 
Invasionsmedium/Well (s.o.) sowie 40 µl Bakteriensuspension pro Well (OD 540nm = 
1) hinzugegeben. 
Die Wells wurden zuerst unter der clean bench (Heraceus, HS 12) für 30 Minuten bei 
Raumtemperatur und im Anschluss für drei Stunden im Brutschrank (hera cell, 
Heraceus/37°C, 5% CO2) inkubiert.  
Nach der Internalisierung folgt ein weiterer Waschschritt mit MEM/HAM’s F12 (1:1). 
Danach wurden die nun infizierten Zellen für 30min mit 20 µg/ml Lysostaphin bei 
37°C und 5% CO2 inkubiert. Durch dieses Verfahren wurden und sämtliche 
extrazelluläre Bakterien abgetötet. 
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Damit die Ergebnisse nicht durch die am Versuchstag photometrisch bestimmten 
Bakteriengesamtzahlen verfälscht wurden, wurde aus den restlichen 
Bakteriensuspensionen Verdünnungsreihen angefertigt und je 100 µl der 
Verdünnungen 10 -3, 10 -4, 10 -5 10 -6  auf MH-Agar-Platten ausgestrichen. Die MH-
Platten wurden über Nacht im Brutschrank (37°C, 5% CO2) inkubiert und am 
nächsten Tag mit Hilfe eines Durchlichtzählers (Stuart Scientific cell counter) 
ausgezählt. Auf diese Weise konnte die genau applizierte Lebendkeimzahl bestimmt 
und die korrigierte MOI (siehe 4.6) berechnet werden. 
Bei den vier Stunden Invasions-Protection-Assays und 4 h MOI-Tests wurden die 
Wells anschließend mit 1 ml PBS gewaschen und trypsiniert (siehe 4.3.1).  
Bei den Invasions-Protection-Assays der Gruppe 20h und 40h Inkubation ohne 
Antibiotika wurden die Wells nach der entsprechenden Inkubationszeit trypsiniert 
(siehe 4.3.1) 
Nach einem zweifachen Waschgang mit MEM/HAM’s F12 (1:1) wurden bei den 20h 
und 40h Invasions-Protection-Assays mit Antibiotika den infizierten Osteoblasten 
jeweils 1ml MEM/HAM’s F12 (1:1) + 10% FCS und eine definierte Konzentration 
Antibiotikum hinzugefügt. Die verwendeten Antibiotika werden in folgenden 
Konzentrationen eingesetzt: 10 µl Gentamicin (1 mg/ml Stocklösung) bzw. + 1,4 µl 
Rifampicin (5 mg/ml Stocklösung). Die Inkubation erfolgt je nach Versuch für 20h 
bzw. für 40h bei 37°C und 5% CO2.  
Nach der entsprechenden Inkubationszeit wurden die infizierten und mit Antibiotika 
behandelten Knochenzellen erneut trypsiniert und somit vom Boden der Wells 
abgelöst. Wie bereits in 3.4.1 dargestellt, wurde die Reaktion durch Beklopfen 
beschleunigt und mit MEM/HAM’s F12 (1:1) und 10% FCS gestoppt.  
Durch mehreren PBS-Waschschritte und Zentrifugationen für 5min bei 4°C und 
2000rpm wurden die Osteoblasten zerstört und die Osteoblastenüberreste von den 
intrazellulär gewachsenen Bakterien getrennt. Anscließend wurden die aus Bakterien 
bestehenden Pellets in A. dest. resuspendiert und danach in Verdünnungsreihen von 
10-1-10-4 mit NaCl auf MH-Agar-Platten (Heipha 135e, MH) ausgestrichen und für 24 
Std. bei 37°C und 5% CO2 bebrütet. 
Nach 24h wurden die MH-Agar-Platten mit Hilfe eines Durchlichtzählers (Stuart 
Scientific cell counter) ausgezählt.  
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4.6 Datenaufbereitung 
 
Es wurden von jedem Bakterienstamm, mit den zuvor erwähnten Zusätzen und pro 
Zeitpunkt Verdünnungsreihen (10 -1, 10 -2, 10 -3, 10 -4, 10 -5) der Triplets angefertigt.  
Die MOI (Multiplicity of infection/Vielfachheit der Infektion) wird in der Bakteriologie 
als zahlenmäßiges Verhältnis von infektiösen Agenzien (Bakterien) zu deren 
Zielzellen beschrieben. Werden zum Beispiel Zellen, die sich in Zellkultur befinden, 
mit Bakterien infiziert, dann lässt sich die MOI dieser Kultur berechnen, indem die 
Zahl der Bakterien in einem Well durch die Zahl der Zellen in demselben Well geteilt 
wird. Bei einer MOI von 1 werden zur Infektion genau so viele Bakterien eingesetzt 
wie sich Zellen in der Kultur befinden. Die Wahrscheinlichkeit, mit der eine bestimmte 
Zelle tatsächlich infiziert wird, unterliegt der statistischen Poisson-Verteilung. 
Die MOI wurde aus den Mittelwerten des Inokulums (Verdünnungsreihen 10 -3, 10 -4, 
10 -5 10 -6) (s.o.) und der eingesetzten Osteoblastenzahl (1,00E+05) für jeden 
Versuchstag berechnet ((Inokulum MW * eingesetztes Volumen in 
ml/Osteoblastenzahl).  
Die Bakterienrohdaten der Triplets wurden dann mit der MOI korrigiert (=korrigierte 
MOI) und für die statistische und graphische Auswertung freigegeben. 
 
 
4.7  Transmissionselektronenmikroskop 
 
Die mit Bakterien infizierten Osteoblasten (s.o.) wurden trypsiniert und zwei Mal mit 
Sörenson-Phosphat-Puffer (Lösung I 9,078 g KH2PO4 auf 1000 ml Aqua dest. 
Lösung II 11,876 g Na2HPO4 * 2H2O auf 1000 ml Aqua dest., 223 ml Lösung I + 777 
ml Lösung II  SPP, pH 7,3) gewaschen.  
Die Zell-Pellets wurden in 1ml Sörenson-Phosphat-Puffer (SPP) resuspendiert und 
über Nacht mit 2,5%-igen Glutardialdehyd in SPP fixiert (1 ml/Probe). 
Am folgenden Tag wurden die Zellen drei Mal jeweils 20 Minuten mit 1 ml SPP 
gewaschen und 1 h mit 1%-igem Osmiumtetroxid (2%-iges OsO4 1:1 mit SPP 
verdünnt  1% OsO4 gepuffert) in SPP fixiert. Die Zellen wurden in einer 
aufsteigenden Alkoholreihe (30%, 50%, 70%, 90%, 99% Ethanol) je 10 Minuten und 
15 Minuten in Propylenoxid entwässert. Die Einbettung (Einbettmedium : 10,0 g 
Vinylcyclohexandioxid + 6,0 g Polypropylenglycodiglycidäther + 26,0 g 
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Nonenylbernsteinsäureanhydrid + 0,4 g 2- Dimethylaminoäthenol) erfolgte mittels 
Durchtränkung in den Mischstufen (Einbettmedium: Propylenoxid, 1:3, 1:1, 3:1) je 4 h 
und zwei Mal in reinem Einbettmedium (4 h/12 h). Anschließend wurden alle Proben 
in frisch angesetztes Einbettmedium überführt. Die Polymerisation erfolgte bei 70°C 
für 8 h. Mit Hilfe eines Ultramikrotoms wurden 70 nm dicken Schnitte angefertigt und 
mit Uranylacetat/Bleicitrat kontrastiert. Die Fotos wurden vom TEM tosy  erzeugt.  
 
 
4.8  Statistik  
 
Die statistische Auswertung und graphische Darstellung erfolgte mit dem 
Statistikprogramm SPSS für Windows®, Version 15 der Firma SPSS Inc.. 
Für die Prüfung der Unterschiede von nicht parametrisch verteilten Daten zwei 
unabhängiger Stichproben wurde der Mann-Whitney-U-Test mit einem 
Signifikanzniveau p von 0,05 verwendet. 
Für die statistische Auswertung der nicht parametrisch verbundenen Daten wurde 
der Wilcoxon-Test mit einem Signifikanzniveau p von 0,05 verwendet. 
Für beide Signifikanztests galt die folgende Regel: Wenn die Variable 2 signifikant 
gegenüber der Variable 1 und die Variable 3 signifikant gegenüber der Variable 2 bei 
gleichem Trend erhöht war, dann ging man davon aus, dass Variable 3 gegenüber 
Variable 1 auch signifikant erhöht war, ohne dass man dafür eine exakte Signifikanz  
berechnete. 
Zur graphischen Darstellung wurden Boxplots verwendet. 
Dabei wurde für jede Stichprobe eine rechteckige Box gezeichnet, die 50% der 
Stichprobenwerte beinhaltet. Unterhalb des ersten (oder unteren) Quartils (Qu) liegen 
¼ oder 25% aller Beobachtungen der geordneten Reihe, oberhalb ¾ oder 75%. 
Analog liegen unterhalb des oberen Quartils (Qo) 75% und oberhalb 25% aller 
Werte. Der Median (Me) teilt die geordnete Reihe in zwei gleichgroße Teile, das 
heißt, unterhalb und oberhalb des Medians liegen genau 50% aller Beobachtungen, 
weshalb dieser auch als 50%-Perzentil bezeichnet wird (Skizze 1). 
Der Median hat im Vergleich zum arithmetischen Mittelwert den Vorteil, dass er von 
Ausreißer-Werten praktisch nicht beeinflusst wird. 
Die Distanz zwischen Qo und Qu wird als Interquartilsabstand (IQR)  oder F-Spanne 
(FS) bezeichnet und beschreibt die mittlere Spannweite. Auch diese ist im Vergleich 
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zur Spannweite w praktisch resistent gegenüber Ausreißer-Werten. Auf der Basis der 
F-Spanne FS geht man jeweils einen Schritt von 1.5 · FS von Qu abwärts und einen 
Schritt von 1.5 · FS von Qo aufwärts. Die so erhaltenen Grenzen werden als innere 
Eingrenzung bezeichnet. Werte innerhalb dieses Bereiches werden als angrenzende 
Werte betrachtet. Daten, die außerhalb dieses Bereiches fallen, gelten als Ausreißer. 
Durch die zusätzlichen Grenzen Qu – 3·FS und Qo + 3·FS wird nochmals zwischen 
außerhalb „*“ und weit außerhalb „o“ unterschieden (Skizze 1). 
Ausreißer sind nach Definition demnach Werte, die außerhalb des kleinsten 
beziehungsweise größten Datenwertes der inneren Eingrenzung liegen. Die Plots 
liefern folglich Hinweise zu Lage- und Streuungsmaßen. 
Ein Perzentilwert ist ein solcher Wert, der die geordnete Verteilung der gesamten 
Stichprobe in einem bestimmten Verhältnis trennt. In der vorliegenden Arbeit werden 
die 25%-, 50%- und 75%-Perzentile angegeben. Diese Perzentile werden auch als 
Quartile bezeichnet, da sie die Gesamtstichprobe in vier gleich große Gruppen 
unterteilen. 
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Skizze 1: Graphische Veranschaulichung eines Boxplots 
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5 Ergebnisse 
 
5.1 Bakterienwachstum im Vergleich ohne Antibiotika 
 
Bei der Betrachtung des Wachstums von TM300 im zeitlichen Verlauf (4 h, 20 h, 40 
h), zeigte sich ein Median (Med.) von 0,00E+00 zu allen drei Zeitpunkten mit einem 
geringen Interquartilsabstand (IQR) von 4,55E+02 (4 h), 1,96E+02 (20 h) und 
6,79E+02 (40 h). Diese Ergebnisse belegten die Verwendung von TM300 als 
Nullreferenz bei allen Invasions-Protection-Assays. 
Im Bakterienvergleich zeigte sich somit bereits ein signifikanter (p=0,004) 
Wachstumsunterschied nach 4 h ohne Antibiotika zwischen Cowan I (Med.: 
1,14E+05, IQR: 3,73E+05) und TM300 (Med.: 0,00E+00, IQR: 4,55E+02). Das 
Bakterienwachstum von ATCC  49230 war zum gleichen Zeitpunkt mit einem Median 
von 2,47E+05 (IQR: 1,22E+06) im Vergleich zu Cowan I signifikant (p=0,012) erhöht 
(Grafik 1). 
 
Grafik 1: In Grafik 1 werden die intrazellulären Bakterienzahlen der Bakterien 
TM300, Cowan I und ATCC 49230 nach 4 h Inkubation  ohne Antibiotika miteinander 
verglichen. 
 
Nach 20 h war das Bakterienwachstum von Cowan I (Med.: 1,01E+05, IQR: 
1,95E+05) gegenüber TM300 (Med.: 0,00E+00, IQR: 3,69E+02) signifikant erhöht 
(p=0,008). Ein signifikantes Mehrwachstum (p=0,004) konnte wiederum bei ATCC 
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49230 (Med.: 3,12E+05, IQR: 2,18E+05) gegenüber Cowan I dargestellt werden 
(Grafik 2). 
 
Nach 40 h zeigte sich erneut ein signifikant (p=0,004) höheres Wachstum von Cowan 
I (Med.: 2,02E+05, IQR: 5,70E+04) gegenüber TM300 (Med.: 0,00E+00, IQR: 
6,79E+02) und ATCC 49230 (Med.: 1,87E+06, IQR: 4,75E+06) gegenüber Cowan I 
(p=0,008) (Grafik 3).  
 
Grafik 2 + 3: Diese Grafiken zeigen den Vergleich der Bakterienzahlen der drei 
Bakterienstämme, die nach 20 h (Grafik 2) und 40 h (Grafik 3) aus den Invasions-
Protection-Assays isoliert werden konnten. 
 
 
5.2 Bakterienzeitverläufe 
 
Bei Cowan I resultierten im zeitlichen Verlauf keine signifikanten (4 h vs. 20 h 
p=0,757, (4 h vs. 40 h p=0,749) Wachstumsunterschiede (4 h Med.: 1,14E+05, IQR: 
3,73E+05/ 20 h Med.: 2,19E+05, IQR: 1,83E+05/ 40 h Med.: 2,02E+05, IQR: 
5,70E+04) (Grafik 4). 
Bei ATCC 49230 kam es auch zu keinem signifikanten (p=0,778) Bakterienwachstum 
nach 20 h (4 h Med.: 2,47E+05, IQR: 1,22E+06/ 20 h Med.: 2,01E+05, IQR: 
1,67E+05). Nach 40 h war das Bakterienwachstum im Vergleich zu 20 h jedoch 
signifikant (p=0,014) erhöht (Med.: 1,87E+06, IQR: 4,75E+06) (Grafik 5). 
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Grafiken 4 + 5: Die Grafiken zeigen die isolierten Bakterienzahlen im zeitlichen 
Verlauf nach 4 h, 20 h und 40 h für Cowan I (Grafik 4) und ATCC 49230 (Grafik 5). 
 
 
5.3  Bakterienwachstum mit Antibiotika-Zusatz 
 
Das Wachstum von TM300 wurde durch keines der verwendeten Antibiotika und zu 
keinem Zeitpunkt signifikant verändert.  
Das Mehrwachstum von Cowan I bzw. ATCC 49230 gegenüber TM300 blieb 
während aller Versuche signifikant erhöht, so dass im Folgenden nur noch auf die 
Unterschiede zwischen Cowan I und ATCC 49230 eingegangen wird. 
 
 
5.3.1 Bakterienwachstum mit Antibiotika-Zusatz nach 20 h 
 
Nach 20 h mit Gentamicin-Zusatz war das Bakterienwachstum von ATCC 49230 
(Med.: 3,26E+05, IQR: 3,13E+05) gegenüber Cowan I (Med.: 7,27E+04, IQR: 
1,32E+05) signifikant (p=0,004) erhöht (Grafik 6). 
Wenn man die Bakterien 20 h mit Rifampicin versetzte, ergab sich im 
Bakterienvergleich weiterhin ein signifikant (p=0,004) erhöhtes Wachstum von ATCC 
49230 (Med.: 8,85E+04, IQR: 1,58E+05) gegenüber Cowan I (Med.: 9,21E+03, IQR: 
1,17E+04) (Grafik 7).  
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Auch die Kombination von Gentamicin und Rifampicin konnte diesen 
Wachstumsverlauf nicht beeinflussen (ATCC 49230 Med.: 1,14E+05, IQR: 1,57E+05/ 
Cowan I Med.: 6,63E+03, IQR: 5,47E+03/ p=0,004) (Grafik 8). 
 
 
Grafiken 6 – 8: Diese Grafiken zeigen das unterschiedliche Bakterienwachstum von  
Cowan I und ATCC 49230 nach 20 h im Vergleich mit Gentamicin (Grafik 6), 
Rifampicin (Grafik 7) und der Kombination von Gentamicin und Rifampicin (Grafik 8). 
 
5.3.2 Bakterienwachstum mit Antibiotika-Zusatz nach 40 h 
 
Nach 40 h mit Gentamicin war der Unterschied zwischen den absoluten 
Bakterienzahlen zwischen Cowan I (Med.: 2,11E+05, IQR: 1,10E+05) und ATCC 
49230 (Med.: 2,16E+05, IQR: 6,45E+04) nicht signifikant (p=0,82) (Grafik 9). 
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Wenn man das Bakterienwachstum nach 40 h mit Rifampicin (ATCC 49230 Med.: 
2,81E+03m, IQR: 4,70E+03/ Cowan I Med.: 1,06E+03, IQR: 1,92E+03) bzw. mit 
einer Kombination von Rifampicin und Gentamicin (ATCC 49230 Med.: 1,54E+03, 
IQR: 3,67E+03/ Cowan I Med.: 1,00E+03, IQR: 1,51E+03) betrachtete, war das 
Wachstum von ATCC 49230 gegenüber Cowan I weiterhin signifikant (p=0,027 bzw. 
p= 0,008) erhöht (Grafiken 10+11). 
 
 
Grafiken 9 – 11: Diese Grafiken zeigen das unterschiedliche Bakterienwachstum 
von Cowan I und ATCC 49230 nach 40 h im Vergleich mit Gentamicin (Grafik 9), 
Rifampicin (Grafik 10) und der Kombination von Gentamicin und Rifampicin  
(Grafik 11). 
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5.4 Verschiedene Antibiotika im Vergleich  
 
5.4.1 Verschiedene Antibiotika im Vergleich nach 20 h 
 
Cowan I zeigte nach 20 h keine signifikante (p=0,098) Wachstumsreduktion durch 
die Zugabe von Gentamicin (Med.: 1,61E+05, IQR: 1,67E+05) im Vergleich zum 
unbehandelten Zustand (Med.: 2,19E+05, IQR: 1,83E+05).  
Durch die Zugabe von Rifampicin (Med.: 9,21E+03, IQR 1,17E+04) erreichte man 
bereits nach 20 h eine signifikante Bakterienreduktion im Vergleich zu Gentamicin 
und dem Bakterienwachstum ohne Antibiotika. Die Kombination von Gentamicin und 
Rifampicin führte zu einer weiteren Reduktion der Keimzahl (Med.: 6,63E+03, IQR: 
5,47E+03), welche jedoch nicht signifikant war (p=0,301) (Grafik 12). 
 
Wenn man die unterschiedliche Wirkung der Antibiotika bei ATCC 49230 nach 20  h 
analysierte, stellte man fest, dass Gentamicin (Med.: 5,29E+05, IQR: 1,24E+06) 
keine signifikante (p=1) Bakterienreduktion im Vergleich zum Wachstum ohne 
Antibiotika (Med.: 4,31E+05, IQR: Bakterien1, 07E+06) ergab. Die Zugabe von 
Rifampicin führte jedoch zu einer signifikanten (p=0,004) Reduktion (Med.: 8,85E+04, 
IQR: 1,58E+05) im Vergleich zu Gentamicin und dem Wachstum ohne Antibiotika. 
Die kombinierte Anwendung von Gentamicin und Rifampicin (Med.: 1,14E+05, IQR: 
1,57E+05) bewirkte auch bei ATCC 49230 nach 20 h keine signifikante Reduktion im 
Vergleich zur Rifampicin Mono-Therapie (Grafik 13). 
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Grafiken 12 + 13: Diese Grafiken zeigen das Bakterienwachstum von Cowan I 
(Grafik 12) und ATCC 49230 (Grafik 13) nach 20 h unter Antibiotika-Zusatz von 
Gentamicin, Rifampicin und der Kombination von Gentamicin und Rifampicin. 
  
 
5.4.2 Verschiedene Antibiotika im Vergleich nach 40 h 
 
Nach 40 h verhielt sich das Bakterienwachstum von Cowan I ähnlich wie nach 20 h. 
Der Zusatz von Gentamicin (Med.: 2,11E+05, IQR: 1,10E+05) ergab im Vergleich 
zum Wachstum ohne Antibiotika (Med.: 2,02E+05, IQR: 5,70E+04) wiederum keine 
signifikante Reduktion. Mit Hilfe von Rifampicin konnte das Bakterienwachstum 
signifikant (p=0,004) reduziert werden (Med.: 1,21E+03, IQR: 2,56E+03). Bei der  
Kombination Gentamicin/Rifampicin (Med.: 1,00E+03, IQR: 1,51E+03) konnte auch 
nach 40 h kein signifikanter (p=0,203) Unterschied zum Rifampicin-Mono-Präparat 
festgestellt werden (Grafik 14). 
 
Bei ATCC 49230 beobachtete man nach 40 h eine signifikante (p=0,039) Reduktion 
der Bakterienkonzentration durch Gentamicin (Med.: 2,16E+05, IQR: 6,45E+04) im 
Vergleich zu dem ungehemmten Bakterienwachstum (Med.: 1,87E+06, IQR: 
4,75E+06). 
Durch Rifampicin (Med.: 1,38E+03, IQR: 3,12E+03) konnten die Bakterien im 
Vergleich zu Gentamicin noch einmal signifikant (p=0,004) reduziert werden. Die 
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Kombination von Gentamicin und Rifampicin (Med.: 1,54E+03, IQR: 3,67E+03) ergab 
auch nach 40 h keine signifikante Reduktion gegenüber Rifampicin (Grafik 15). 
 
 
Grafiken 14 + 15: Diese Grafiken zeigen das Bakterienwachstum von Cowan I 
(Grafik 13) und ATCC 49230 (Grafik 14) nach 40 h unter Antibiotika-Zusatz von 
Gentamicin, Rifampicin und der Kombination von Gentamicin und Rifampicin. 
 
 
5.5 Antibiotikavergleich 20 h gegen 40 h 
 
Das Bakterienwachstum von Cowan I mit Gentamicin war nach 40 h (Med.: 
2,11E+05, IQR: 1,10E+05) im Vergleich zu 20 h (Med.: 7,27E+04, IQR: 1,32E+05) 
signifikant (p=0,011) erhöht (Grafik 16). 
Bei ATCC 49230 reduzierte sich nach 40 h (Med.: 2,16E+05, IQR: 6,45E+04) die 
Bakterienzahl (20 h Med.: 3,26E+05, IQR: 3,13E+05), welches aber nicht signifikant 
(p=0,113) war (Grafik 17). 
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Grafiken 16 + 17: Diese Grafiken zeigen den Vergleich von 20 h und 40 h mit 
Gentamicin bei Cowan I (Grafik 16) und ATCC 49230 (Grafik 17). 
 
Durch die Anwendung von Rifampicin konnte bei Cowan I und ATCC 49230 die 
Bakterienanzahl nach 40 h (Cowan I Med.: 1,06E+03, IQR: 1,92E+03/ATCC 49230 
Med: 2,81E+03, IQR: 4,70E+03) im Vergleich zu 20 h (Cowan I Med: 9,21E+03, IQR: 
1,17E+04/ ATCC 49230 Med.: 8,85E+04, IQR1,58E+05) jeweils signifikant (p=0,002, 
p<0,001) reduziert werden (Grafiken 18 und 19). 
 
Grafiken 18 + 19: Diese Grafiken zeigen den Vergleich von 20 h und 40 h mit 
Rifampicin bei Cowan I (Grafik 18) und ATCC 49230 (Grafik 19).  
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Das gleiche Ergebnis konnte bei der Kombination von Gentamicin und Rifampicin 
beobachtet werden (20 h Cowan I Med.: 6,63E+03, IQR: 5,47E+03/ATCC 49230 
Med: 1,14E+05, IQR: 1,57E+05), (40 h Cowan I Med.: 1,00E+03, IQR: 1,51E+03/ 
ATCC 49230 Med.: 1,54E+03, IQR: 3,67E+03) (Grafik 20 und 21). 
 
 
Grafiken 20 + 21: Diese Grafiken zeigen den Vergleich von 20 h und 40 h mit der 
Kombination von Gentamicin und Rifampicin bei Cowan I (Grafik 20) und ATCC 
49230  (Grafik 21). 
 
 
5.6  Überstandsanalysen 
 
Die Analyse der Überstände der I-P-As nach 20 h zeigte, dass bei TM300 und  
Cowan I ohne Anibiotikum und mit Gentamicin keine extrazellulären Bakterien 
vorlagen (Med.: 0,00E+00, IQR.: 0,00E+00). 
Bei dem Bakterienstamm ATCC 49230 ohne Antibiotika konnte extrazellulär ein 
signifikant erhöhter Bakterienzahlmedian von 7,78E+05 (IQR.: 9,47E+05) 
nachgewiesen werden (p=0,031). Die Bakterienzahl reduzierte sich signifikant 
(p=0,031) durch den Zusatz von Gentamicin auf einen Bakterienzahlmedian von 
3,54E+03 (IQR.: 5,92E+03) und unterschied sich damit nicht mehr signifikant 
(p=0,125) von dem als Nullrefferenz verwendeten TM300 Bakterienstamm (Grafik 
22). 
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Grafik 22: Diese Grafik zeigt die extrazellulär vorliegenden Bakterien aus den 
Überstandsanalysen der Invasion-Protection-Assays nach 20 h. 
 
 
5.7 Übersichtsgrafiken 
 
Diese Übersichtsgrafiken dienen lediglich der besseren Anschaulichkeit der 
komplexen Daten. 
Die statistischen Signifikanz-Auswertungen beruhen auf der mit Hilfe des 
Statistikprogrammes  SPSS für Windows®, Version 15 der Firma SPSS Inc. 
ausgewerteten Mann-Whitney-U-Test sowie Wilcoxon-Test mit je einem 
Signifikanzniveau p von 0,05. 
Der Median hat im Vergleich zum arithmetischen Mittelwert den Vorteil, dass er von 
Ausreißerwerten praktisch nicht beeinflusst wird. Des Weiteren beschreibt der 
Interquartilsabstand (IQR)  oder F-Spanne (FS) die mittlere Spannweite, diese ist im 
Vergleich zur Spannweite w praktisch resistent gegenüber Ausreißerwerten. 
 
Die Übersichtsgrafik I zeigt das Bakterienwachstum von TM 300, Cowan I und ATCC 
49230 prozentual in Bezug auf Cowen I nach 4 h gleich 100%.  
Das Wachstum von TM300 war nicht nachweisbar und rechtfertigt somit die 
Verwendung des Stammes als Nullreferenz.  
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Das Wachstum von Cowan I nach 20 h geht auf 56,47% zurück, um dann erneut auf 
89,44% anzusteigen. Diese Veränderungen waren jedoch nicht signifikant.  
Die Anzahl von intrazellulär vorliegenden Bakterien des Stammes ATCC 49230 ist 
bereits nach 4 h mit  251,45% signifikant höher als die von Cowan I. Die 
Bakterienzahlen sinken auch nach 20 h auf 133,28% (nicht signifikant) ab, um dann 
nach 40 h explosionsartig auf 974,41% (signifikant) zu steigen. 
 
 
Übersichtsgrafik I 
 
 
Das Wachstum von TM300 wurde durch keines der verwendeten Antibiotika und zu 
keinem Zeitpunkt signifikant verändert.   
In der Übersichtsgrafik II wurden somit nur Cowan I und ATCC 49230 im Vergleich 
aufgetragen, wobei Cowan I nach 4 h wieder gleich 100% gesetzt wurde.  Der Anteil 
der intrazellulären Bakterien von Cowan I nach 20 h betrugen 56,47% und nach 
Gentamicinzugabe 44,31% des Ausgangswertes, diese Veränderungen waren 
jedoch nicht signifikant.  
Durch Zugabe von Rifampicin und der Kombination von Gentamicin und Rifampicin 
konnten die Bakterien auf 3,94% und 3,16% signifikant gesenkt werden, wobei sich 
zwischen Mono- versus Doppeltherapie keine signifikanten Unterschiede ergaben. 
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Nach 20 h betrug die intrazelluläre Bakterienzahl von ATCC 49130 133,28% und 
unter Gentamicinzusatz 152,04%. Durch Zugabe von Rifampicin und der 
Kombination von Gentamicin und Rifampicin konnten die Bakterien auf 46,02% und 
49% signifikant gesenkt werden. 
 
 
 
Übersichtsgrafik II 
 
 
In der Übersichtsgrafik III wurden erneut Cowan I und ATCC 49230 im Vergleich 
aufgetragen, wobei Cowan I nach 4 h wieder gleich 100% gesetzt wurde.   
Der Anteil der intrazellulären Bakterien von Cowan I nach 40 h betrugen 89,44% und 
nach Gentamicinzugabe 89,21% des Ausgangswertes (nicht signifikant). Durch 
Zugabe von Rifampicin und der Kombination von Gentamicin und Rifampicin konnten 
die intrazelluläre Bakterienzahl auf 0,62% und 0,45% signifikant gesenkt werden, 
wobei sich zwischen Mono- versus Doppeltherapie wiederum keine signifikanten 
Unterschiede ergaben. 
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Nach 40 h betrug die intrazelluläre Bakterienzahl von ATCC 49130 974,41% und 
zeigte somit einen deutlich signifikanten Unterschied. Unter Gentamicinzusatz zeigte 
sich eine signifikante Bakterienreduktion auf 96,54%. Durch Zugabe von Rifampicin 
und der Kombination von Gentamicin und Rifampicin konnten die Bakterien auf 
1,80% und 1,17% weiter signifikant gesenkt werden. 
 
 
 
Übersichtsgrafik III 
 
 
Die Analyse der Überstände der I-P-As nach 20 h zeigte, dass bei TM300 und  
Cowan I ohne Anibiotikum und mit Gentamicin keine extrazellulären Bakterien 
vorlagen. 
Bei dem Bakterienstamm ATCC 49230 ohne Antibiotika konnte extrazellulär 
1,36E+06 Bakterien nachgewiesen werden. Die Bakterienzahl reduzierte sich 
signifikant durch den Zusatz von Gentamicin auf 5,33E+03 und unterschied sich 
damit nicht mehr signifikant von dem als Nullrefferenz verwendeten TM300  
Bakterienstamm. 
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Übersichtsgrafik IV 
 
 
 
5.8 Resistenzbestimmungen 
 
Die Resistenzbestimmungen wurden zu Beginn dieser Studie mit dem VITEK 2 
durchgeführt (Tabelle 1/ATCC 49230 n=2, ATCC 49230 + Rifampicin n=6, Cowan I 
n=6). 
Die Analyseverfahren zeigten beim unbehandelten ATCC 49230 Resistenzen gegen 
Benzylpenicillin und Ampicillin und eine indifferente Reaktion auf Norfloxacin. ATCC 
49230 war sensibel für Gentamicin und Rifampicin. Nach 20 h Exposition mit 
Rifampicin veränderte sich das Resistogramm nicht. 
Die Resistenzanalyse von Cowan I nach 20 h Exposition mit Rifampicin identifizierte 
keine neu aufgetretene Resistenz gegen Rifampicin. Cowan I war für alle getesteten 
Antibiotika  sensibel (Tabelle 1). 
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Tabelle 1: Resistenzbestimmungen vom 18.08.2005  mittels des VITEKs  2 
  ATCC 49230 
ATCC 49230 + 
Rifampicin Cowan I + Rifampicin 
Penicillin –G R R S 
Oxacillin MTC S S S 
+ Ampicillin R R S 
+ 
Ampicillin/Sulbactam S S S 
+ Amoxicillin/CA S S S 
+ Cefuroxim – 
sodium S S S 
+ Cefaclor S S S 
+ Cefotaxime S S S 
+ Ceftriaxone S S S 
+ Imipinem S S S 
Erythromycin S S S 
Clindamycin S S S 
Tetracycline S S S 
Gentamicin S S S 
Tobramycin S S S 
Norfloxacin I I S 
Ciprofloxacin S S S 
Levofloxacin S S S 
Trimethoprim/Sulfa S S S 
Rifampicin S S S 
Vancomycin S S S 
Teicoplanin S S S 
Fosfomycin S S S 
Fusidic Acid S S S 
Nitrofurantoin S S S 
+ Azithromycin S S S 
+ Clarithromycin S S S 
Linezolid S S S 
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Moxifloxacin S S S 
 
 
Die nach Abschluss der Versuche erneut durchgeführten Resistenzanalysen  von 
ATCC 49230 und Cowan I (randomisierte Probenauswahl aus den bei -80°C 
eingefrorenen Glycerinkulturen) mit dem VITEK 2 zeigten jeweils keine 
Veränderungen der Resistenzeigenschaften vor und nach 40 h Exposition mit 
Rifampicin. Ergänzend zu den Tests vom 18.08.2005 wurden zusätzlich die 
Resistenzen nach 40 h Gentamicin (G) und Rifampicin (R) Kombinationstherapie 
analysiert (Tabelle 2/ ATCC 49230 n=1, ATCC 49230 + Rifampicin n=2, ATCC 49230 
+ Gentamicin und Rifampicin n=2,  Cowan I n=1, Cowan 1 + Rifampicin n=2, Cowan I 
+ Gentamicin und Rifampicin n=2). 
ATCC 49230 und Cowan I waren wie bei den Tests vom 18.08.2005 vor und nach 
Anibiotikaexposition sensibel für Gentamicin und Rifampicin und zeigten auch 
ansonsten keine Veränderungen bezüglich des Resistogramms. 
 
 
 
Tabelle 2: Resistenzbestimmungen vom 06.12.2006 mittels des VITEKs  2 . 
  
ATCC 
49230 
ATCC 
49230 + 
R 
 
ATCC 
49230 + 
G/R Cowan I 
Cowan 
I + R 
Cowan + 
G/R 
Penicillin –G R R R S S S 
Oxacillin MTC S S S S S S 
+ Ampicillin R R R S S S 
+ 
Ampicillin/Sulbactam S S S S S S 
+ Amoxicillin/CA S S S S S S 
+ Cefuroxim – 
sodium S S S S S S 
+ Cefaclor S S S S S S 
+ Cefotaxime S S S S S S 
+ Ceftriaxone S S S S S S 
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+ Imipinem S S S S S S 
Erythromycin S S S S S S 
Clindamycin S S S S S S 
Tetracycline S S S S S S 
Gentamicin S S S S S S 
Tobramycin S S S S S S 
Norfloxacin I I I S S S 
Ciprofloxacin S S S S S S 
Levofloxacin S S S S S S 
Trimethoprim/Sulfa S S S S S S 
Rifampicin S S S S S S 
Vancomycin S S S S S S 
Teicoplanin S S S S S S 
Fosfomycin S S S S S S 
Fusidic Acid S S S S S S 
Nitrofurantoin S S S S S S 
+ Azithromycin S S S S S S 
+ Clarithromycin S S S S S S 
Linezolid S S S S S S 
Moxifloxacin S S S S S S 
 
 
5.9 SCVs Analyse  
 
Bei der Begutachtung der über Nacht im Brutschrank inkubierten Müller-Hinton-
Platten fiel oftmals das Wachstum sehr kleiner Kolonien auf, obwohl sie genug Platz 
zum Wachsen hatten. Diese Kolonien wurden in Glycerinkulturen archiviert und 
anschließend dem SCVs-Screening  zugeführt. Bei allen so analysierten Kolonien 
von Cowan I und ATCC 49230 konnten zu keinem Zeitpunkt stabile SCVs 
nachgewiesen werden. 
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5.10 Transemissionselektronenmikroskop 
 
Die Transemissionselektronenmikroskop-Aufnahmen des uninfizierten Osteoblasten 
zeigten eine intakte, glatte Nukleusmembran (Bild 1) und keine intrazellulären 
Bakterien.  
Der Nachweis von intrazellulären Keimen gelang mit Hilfe des 
Transemissionselektronenmikroskops bei den mit ATCC 49230 infizierten 
Osteoblasten. Auf dem Bild 2 sieht man einen infizierten Osteoblasten mit 
intrazellulären, morphologisch intakten, in Phagosomen vorliegende Bakterien des 
Stammes ATCC 49230, die zum größten Teil stoffwechselaktiv waren. Der Nukleus 
war dysmorph verändert, aber die Membran erschien noch intakt. 
 
     
Bild 1: TEM-Aufnahme eines gesunden,  Bild 2: Diese Aufnahme zeigt einen mit                                                                                            
uninfizierten Osteoblasten-Nukleus.       ATCC 49230 infizierten Osteoblasten 
  ohne Antibiotika-Zusatz. 
 
 
Die mit Gentamicin versetzten Invasion-Protection-Assays besaßen auch 
intrazelluläre, Stoffwechsel aktive, in Phagosomen vorliegende Bakterien des 
Bakterienstammes ATCC 49230, welche sich intrazellulär replizieren konnten 
(Bilder 3 und 4). 
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Bilder 3 + 4: Diese Aufnahmen zeigen einen mit ATCC 49230 infizierten 
Osteoblasten unter Gentamicin-Zusatz nach 4 h in der Übersichtsaufnahme (Bild 3) 
und der Vergrößerung (Bild 4). 
 
Auch bei den I-P-As mit Rifampicin konnten intrazelluläre Bakterien nachgewiesen 
werden (Bild 5), welche jedoch nicht mehr so stoffwechselaktiv erschienen und zu 
einem großen Teil bereits der Bakteriendigestion (Bild 6) unterlagen. 
Die Nuklei waren jedoch auch bei diesen Osteoblasten dysmorph verändert. 
 
  
Bilder 5 + 6: Diese Aufnahmen stellen einen mit ATCC 49230 infizierten 
Osteoblasten unter Rifampicin-Zusatz nach 4 h in der Übersichtsaufnahme (Bild 5) 
und einer stärkeren Vergrößerung dar (Bild 6), welches die beginnende 
Degradierung der Bakterien veranschaulicht.  
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Signifikante quantitative Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen bezüglich 
der intrazellulären Bakteriendichte konnten in den TEM-Bildern nicht erhoben 
werden. 
 
 
 
5.11 Toxinbildung ATCC 49230 
 
ATCC 49230 wurde positiv auf das Enterotoxin-Gen A (sea), das Toxic Shock Toxin 
Gen 1 (tst), Enterotoxin-Gen G (seg), Enterotoxin-Gen I (sei), Enterotoxin-Gen M 
(sem) und Enterotoxin-Gen O (seo) getestet. 
Der Stamm war negativ für Enterotoxin-Gen B (seb), Enterotoxin-Gen C (sec), 
Enterotoxin-Gen D (sed), Enterotoxin-Gen E (Jeyaseelan), Enterotoxin-Gen H (seh), 
Enterotoxin-Gen J (sej), Exfoliativtoxin-Gen A (eta) und Exfoliativtoxin-Gen B (etb). 
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6 Diskussion 
 
Die Fähigkeit von Staphylokokkus aureus zur Internalisierung in Wirtszellen ist 
abhängig von der Überbrückung durch Fibrinogen zwischen den fibronectin-binding-
proteins (FnBPs) von Staphylokokkus aureus und dem fibronectin-receptor α5ß1 der 
Wirtszelle (Sinha, Francois et al. 1999). Es konnte gezeigt werden, dass FnBPs ohne 
andere spezifische Co-Rezeptoren Staphylokokkus aureus zur Invasion in 
Wirtszellen befähigen (Sinha, Francois et al. 2000). Cowan I exprimiert FnBPA und 
FnBPB und ist somit ein invasiver Bakterienstamm. Er wird in der Literatur oft als 
Referenzstamm für Staphylokokkus aureus verwendet wird und seine Invasivität wird 
mit 100% angegeben wird (Haslinger-Loffler, Wagner et al. 2006). 
Der Wildtyp des Bakterienstammes Staphylokokkus carnosus TM300 exprimiert 
keine Faktoren, die eine Affinität für Fibronectin aufweisen (Sinha, Francois et al. 
2000). Er ist somit nicht zur Adhäsion und Internalisierung fähig und die Invasivität 
wird mit  0% in der Literatur angegeben. 
ATCC 49230 ist ein häufig verwendeter Stamm für in vivo Infektionsmodelle, jedoch 
ist in der bisherigen Literatur über die Fähigkeit zur Invasion nur wenig bekannt. 
In der vorliegenden Arbeit konnte die Analyse der intrazellulären Bakterien mit Hilfe 
des Invasion-Protection-Assays (I-P-As) nach 4 h ohne Antibiotikum (Grafik 1) bereits 
zeigen, dass ATCC 49230 ein hoch invasiver Stamm ist. Die Internalisierungsrate 
von ATCC 49230 war mit 251% somit signifikant und mehr als doppelt so hoch wie 
die von Cowan I. 
 
Die intrazellulären Keimzahlen von Cowan I ohne Antibiotikum wiesen nach 4 h, 20 h 
und 40 h (Grafik 4) keine signifikanten Änderungen auf, womit Cowan I somit wie 
erwartet zur Internalisierung und zur intrazellulären Persistenz fähig war. Hassling-
Löffler et al. 2006 beobachteten in I-P-As bei Cowan I die Fähigkeit zur 
Internalisierung und intrazellulären Replikation bis zu 8 h post infektionem. Bei 
längerer Inkubation (bis 30 h) kam es zu einer Reduktion der lebenden intrazellulären 
Bakterien in den humanen Mesothelzellen (HMCs), wobei jedoch z. B. die 
intrazelluläre Lebendbakterienzahl bei Cowan I nach 24 h noch höher als nach 4 h 
war (Haslinger-Loffler, Wagner et al. 2006). Eine signifikante intrazelluläre 
Replikation konnte bei den I-P-As nicht nachgewiesen werden. Dabei muss jedoch 
beachtet werden, dass der Zeitpunkt 8 h nicht analysiert wurde, sondern nur die 
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intrazellulären Bakterienzahlen nach 4 h, 20 h und 40 h bestimmt wurden. Für die 
Reduktion der intrazellulären Bakterienzahl wurde in den Arbeiten von Hassling-
Löffler et al. 2006 als Ursache die Abtötung der intrazellulären Staphylokokkus 
aureus durch Phagosomen vermutet. Eine geringe intrazelluläre Replikation von 
Cowan I kann jedoch auch in den Osteoblasten I-P-As angenommen werden, da 
intrazelluläre Bakterien teilweise in Phagosomen abgetötet werden. Die 
Bestimmungen der intrazellulären Bakterienzahlen nach 40 h ergaben eine nicht 
signifikante Veränderung im Vergleich zu den Ergebnissen nach 4 h. Dieses deutet 
auf einen „Ersatz“ der abgetöteten Bakterien durch intrazelluläre Replikation hin. Die 
geringen Unterschiede des intrazellulären Verhaltens könnten aber auch durch die 
unterschiedlichen Zellarten, HMCs und Osteoblasten, zu erklären sein. 
 
Bei dem Stamm ATCC 49230 kam es beim Bakterienzeitverlauf nach 20 h zu keinen 
signifikanten Wachstumsveränderungen. Nach 40 h erfolgte jedoch ein explosiver 
signifikanter Anstieg des Bakterienzahlmedians im Vergleich zu den 4h Ergebnissen 
(Übersichtsgrafik I sowie Grafik 5).  
Diese Wachstumsunterschiede wurden noch deutlicher durch den Vergleich von 
Cowan I und ATCC 49230 nach 20 h und 40 h (Übersichtsgrafik I, Grafiken 2 und 3). 
Der Bakterienzahlmedian von ATCC 49230 im Vergleich zu Cowan I war nach 20 h 
(Übersichtsgrafik I sowie Grafik 2) nicht signifikant erhöht. Nach 40h war der 
Bakteriumwachstumsmedian von ATCC 49230 (Übersichtsgrafik I,  sowie Grafik 3) 
mehr als das 9 fache im Vergleich zu Cowan I zum gleichen Zeitpunkt signifikant 
erhöht.  
Diese Ergebnisse ließen vermuten, dass ATCC 49230 ein hoch invasiver Stamm ist, 
der intrazellulär persistieren und sich stark intrazellulär replizieren kann.  
Bei den I-P-As mit Gentamicin fiel jedoch auf, dass die Bakterienzahl von ATCC 
49230 nach 20 h (Grafik 13) zu keiner signifikanten Bakterienreduktion im Vergleich 
zum Wachstum ohne Antibiotikum führte. Im Gegensatz dazu stand eine signifikante 
und drastische Reduzierung der Bakterienzahlen durch Gentamicin nach 40 h (Grafik 
15). Da Gentamicin nicht in Eukaryontenzellen eindringen kann (Wilson, Jacobs et al. 
1982), kann es somit auch keine Wirkung auf intrazelluläre Bakterien haben. Diese 
Eigenschaft führte dazu, dass in vielen aktuellen Studien die extrazellulären 
Bakterien bei Invasion-Protection-Assays bereits durch Gentamicin anstatt durch 
Lysostaphin abgetötet werden (Ellington, Harris et al. 2006). Das Überleben und das 
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Wachstum der intrazellulären Keime ist somit nur von den Bakterien- und 
Zelleigenschaften abhängig und kann durch Gentamicin nicht direkt negativ 
beeinflusst werden. 
Die Wirkung auf ATCC 49230 nach 40 h war nur dadurch zu erklären, dass 
Gentamicin neu vorliegende extrazelluläre Bakterien abtötete. Um diese Vermutung 
zu überprüfen, wurden in dieser Arbeit die Überstände der Invasion-Protection-
Assays nach 20 h untersucht. Dabei war auffällig, dass weder bei TM300 noch bei 
Cowan I extrazelluläre Bakterien vorlagen. Bei ATCC 49230 konnten jedoch bereits 
nach 20 h ohne Gentamicin signifikant erhöhte Bakterienzahlen extrazellulär 
nachgewiesen werden. Durch den Zusatz von Gentamicin konnte die extrazelluläre 
Bakterienzahl signifikant reduziert werden. Die extrazellulären Bakterienzahlen 
unterschieden sich somit nicht mehr signifikant von den extrazellulären 
Bakterienzahlen des nicht externalisierungsfähigen Bakterienstamm Cowan I. 
Es ist bekannt, dass lebende Staphylokokkus aureus Stämme mit einem invasiven 
und hämolytischen, α- Toxin produzierenden Phänotyp in der Lage sind, die 
Zellwand von Mesothelzellen zu zerstören und das Absterben von HMCs zu 
induzieren (Haslinger-Loffler, Wagner et al. 2006). Zur Induktion des Zelltodes in 
Epithel-, Endothel- und Mesothelzellen wird die Invasion von Staphylokokkus aureus 
sowie die Bereitstellung metabolischer Signale von intrazellulär aktiven 
Staphylokokken benötigt (Menzies and Kourteva 1998; Kahl, Goulian et al. 2000; 
Esen, Schreiner et al. 2001; da Silva, Zahm et al. 2004; Haslinger-Loffler, Kahl et al. 
2005). In vorherigen Studien konnte gezeigt werden, dass das Staphylokokkus 
aureus Toxin ein wichtiger Virulenzfaktor ist, der an der Induzierung des Zelltodes 
beteiligt ist (Jonas, Walev et al. 1994; Menzies and Kourteva 1998; Bantel, Sinha et 
al. 2001; Haslinger, Strangfeld et al. 2003; Haslinger-Loffler, Kahl et al. 2005). 
Staphylokokkus aureus α- Toxin ist ein porenformendes Toxin, welches in hohen 
Konzentrationen zur Zelllyse und -nekrose führt (Essmann, Bantel et al. 2003). 
Sublytische Konzentrationen verursachen jedoch kleine monovalente Kationen-
selektive Poren, die zu einer Aktivierung der Zelle und zur Apoptose führen 
(Hildebrand, Pohl et al. 1991; Jonas, Walev et al. 1994; Jeyaseelan 2001). 
Neben α- Toxin gibt es noch viele Virulenzfaktoren von Staphylokokkus aureus die 
den Zelltod einleiten können (Haslinger-Loffler, Kahl et al. 2005). Zu diesen gehören 
z. B. Enterotoxin B (SEB) (Renno, Attinger et al. 1999; Weber, Wahn et al. 2000) und 
das toxic shock syndrom toxin (TSST-1) (Hofer, Newell et al. 1996).  
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Die Analyse des Stammes ATCC 49230 ergab, dass es sich um ein hämolytisches, 
α- Toxin bildendes Bakterium handelt. Des Weiteren konnten folgende Toxine, 
Enterotoxin-Gen A (sea), das Toxic Shock Toxin Gen 1 (tst), Enterotoxin-Gen G 
(seg), Enterotoxin-Gen I (sei), Enterotoxin-Gen M (sem) und Enterotoxin-Gen O 
(seo), mittel Pulsfeldgelelektrophorese nachgewiesen werden.  
ATCC 49230 ist somit ein hoch invasiver Bakterienstamm, der zusätzlich die 
Fähigkeit zur Externalisierung besitzt.  
Die Ergebnisse von ATCC 49230 in den I-P-As mit Gentamicin nach 20 h und 40 h 
im Vergleich (Grafik 17) zeigten eine leichte nicht signifikante Reduktion der 
Bakterienzahlen. Diese Resultate liegen vermutlich darin begründet, dass sich 
bereits vor dem Analysezeitpunkt von 20 h viele Bakterien externalisiert hatten, die 
direkt von dem Gentamicin abgetötet wurden, wie bereits anhand der Ergebnisse der 
Überstandsanalysen dargestellt werden konnte. Bis zum Zeitpunkt von 40 h 
externalisierten sich vermutlich wesentlich mehr Bakterien (siehe Übersichtsgrafik I), 
Die Bakterien wurden wiederum extrazellulär abgetötet und dieses führte somit zur 
weiteren Absenkung der intrazellulären Bakterienzahlen.  
Durch den Vergleich dieser Ergebnisse mit den Erkenntnissen aus den I-P-As ohne 
Antibiotikum und den Überstandanalysen kann angenommen werden, dass ATCC 
49230 zur Internalisierung, intrazellulären Persistenz und Replikation fähig ist. Ferner 
unterschieden sich die intrazellulären Bakterienzahlen nach 20 h mit und ohne 
Gentamicin nicht signifikant, obwohl die intrazellulären Bakterien zum Teil durch 
Phagosomen abgetötet wurden und das Vorliegen von extrazellulären Bakterien 
durch die Überstandsanalysen bestätigt werden konnten. Die auf die Externalisierung 
folgende extrazelluläre Vermehrung ist für den starken Anstieg der Bakterienzahlen 
nach 40 h ohne Antibiotikum und den hohen Wirkungsgrad von Gentamicin nach 40 
h verantwortlich. Darüber hinaus spricht der fehlende signifikante Unterschied der 20 
h und 40 h Gentamicin Ergebnisse im Vergleich ebenfalls für eine extrazelluläre 
Vermehrung, die unter Gentamicinzugabe nicht stattfinden konnte.  
Die Problematik der I-P-As liegt jedoch darin begründet, dass diese keinen direkten 
Beweis liefern, in welcher Intensität sich der Bakterienstamm ATCC 49230 
intrazellulär bzw. extrazellulär repliziert.  
Ungeklärt bleibt leider auch, wie viele Osteoblasten während der I-P-As abgestorben 
sind. Andere hämolytische Staphylokokkus aureus Stämme, ST 239 und 6850, 
führten zu einer Abnahme des Überlebens von HMCs nach 24 h auf ca. 50% bzw. 
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70% im Vergleich zu nicht infizierten Zellkulturen. Diese Beobachtungen waren 
zeitabhängig und reduzierten das Zellüberleben nach 72h bei ST 239 auf 35% und 
6850 auf 50% (Haslinger-Loffler, Wagner et al. 2006). 
Ob die Bakterien zur Reinternalisierung in den Osteoblasten I-P-As befähigt waren, 
konnte ebenfalls nicht direkt nachgewiesen werden. Dieses kann jedoch 
angenommen werden, da die Bakterien des Stammes ATCC 49230 ihre 
Invasionsfähigkeiten beibehielten (siehe Resistenzanalysen). 
Die Bakterienzahlen von Cowan I blieben jedoch durch Verwendung von Gentamicin 
im Vergleich zu den Invasion-Protection-Assays ohne Antibiotikum nahezu 
unverändert. Nach 20 h reduzierte sich die Bakterienzahl minimal (Grafik 12), um 
nach 40 h (Grafik 14) wieder die Ausgangskonzentration der Bakterien ohne 
Antibiotika zu erreichen. Diese Veränderungen waren insgesamt nicht signifikant und 
am ehesten auf Unterschiede der einzelnen I-P-As zurückzuführen. 
Beim Vergleich der I-P-As mit Gentamicin nach 20 h und 40 h (Grafik 16) konnte 
festgestellt werden, dass es nach 40 h zu einer signifikanten Erhöhung der 
intrazellulären Cowan I Bakterienzahl kam. Erstaunlicherweise konnte aber bei den I-
P-As von Cowan I ohne Antibiotika kein signifikantes intrazelluläres Wachstum von 
Cowan I zwischen 20 h und 40 h festgestellt werden. Da Gentamicin nur extrazellulär 
wirkt, sind die intrazellulären Keime somit nur von den Bakterien- und 
Zelleigenschaften abhängig, da sich die Bakterieneigenschaften während der 
einzelnen Versuchsreihen, durch die Resistenzanalysen nachgewiesen, nicht 
verändert haben. Ferner ist der Bakterienstamm kaum hämolytisch wirksam und 
besitzt auch keine anderen Faktoren, die ihn zur Externalisierung befähigen könnten 
(Haslinger-Loffler, Kahl et al. 2005). Aufgrund dessen könnte es sich am ehesten um 
einen Messfehler handeln, der in den Unterschieden der einzelnen I-P-As begründet 
liegt. Bis zu diesem Zeitpunkt sind drei in vitro Studien bekannt, die sich mit den 
Effekten von Gentamicin auf den Knochen und die Osteogenese beschäftigen 
(Pedersen and Lund 1988; Isefuku, Joyner et al. 2003; Ince, Schutze et al. 2007). 
Ince et al. konnten im Jahr 2007 zeigen, dass Gentamicin in hohen Konzentrationen, 
wie sie z. B. durch die lokale Applikation von Antibiotika hervorgerufen werden, die 
zelluläre Lebensfähigkeit und die Aktivität der alkalischen Phosphatase der 
Osteoblasten bereits nach 48 h in vitro Studien beeinflussen konnte. Gentamicin 
könnte somit schädlich für die Knochenheilung und Knochenreperaturvorgänge in 
vitro sein (Ince, Schutze et al. 2007). Die exakten Wege zur Beeinflussung der 
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Knochenheilung blieben jedoch unklar. Die Überlebensfähigkeit der Zelle wurde 
jedoch durch Gentamicinkonzentrationen von über 200 µg/ml negativ beeinflusst. Bei 
geringeren Konzentrationen wurden ähnliche Überlebensraten wie bei den Zellen 
ohne Gentamicin beobachtet. Eine durch Gentamicin verursachte Beeinflussung der 
Messergebnisse ist in dieser Studie somit unwahrscheinlich, da wesentlich niedrige 
Gentamicinkonzentrationen verwendet wurden. Die Aktivität der alkalischen 
Phosphatase, ein früher Marker der osteogenischen Differenzierung, wurde jedoch 
bereits bei Gentamicinkonzentrationen >12,5 µg/ml im Vergleich zu der 
antibiotikafreien Kontrollgruppe signifikant reduziert (Ince, Schutze et al. 2007). 
 
Rifampicin ist ein bakterizider Nukleinsäuresynthesehemmer, der gegen Gram-
positive und Gram-negative Bakterien gerichtet ist und sich in hohen 
Konzentrationen in Eukaryontenzellen anreichert (Bost, Ramp et al. 1999). Damit 
besitzt Rifampicin im Gegensatz zu Gentamicin eine hohe intrazelluläre Wirkung.  
In dieser Arbeit konnte bei Cowan I und ATCC 49230 durch Rifampicin eine 
signifikante Reduktion der intrazellulären Bakterienzahlen im Vergleich zu den 
Versuchen ohne Antibiotika sowie mit Gentamicin nach 20 h (Grafiken 12 und 13)  
und 40 h (Grafiken 14 und 15) bewirkt werden. 
Die Grafiken 18 und 19 zeigen, dass eine Einwirkzeit von Rifampicin von 40 h im 
Vergleich zu 20 h die Bakterienzahlen von Cowan I und ATCC 49230 weiterhin 
signifikant reduzierte. Diese Ergebnisse belegten, dass durch eine verlängerte 
Einwirkzeit eine Intensivierung der intrazellulären Bakterienabtötung ermöglicht 
werden konnte. 
Die Kombination von Gentamicin und Rifampicin führte bei Cowan I und ATCC 
49230 im Vergleich zu den I-P-As ohne Antibiotika sowie mit Gentamicin ebenfalls zu  
einer signifikanten Reduktion der Bakterienzahlen nach 20 h und 40 h (Grafiken12 
bis 15). 
Im direkten Vergleich zu den I-P-As mit Rifampicin (Grafiken 12 bis 15) konnte die 
Bakterienzahl beider Bakterienstämme durch die Kombinationstherapie mit 
Gentamicin und Rifampicin nicht weiter verringert werden. 
Wahrscheinlich verhindert der Zusatz von Rifampicin beinahe komplett die Induktion 
der Apoptose, da metabolisch aktive Bakterien, die bereits durch die intrazelluläre 
Wirkung von Rifampicin abgetötet wurden, für die Einleitung der Apoptose notwendig 
sind. Diese Beobachtung wird durch die Ergebnisse von Hassling-Löffler el al. 2005 
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gestützt, die einen Induktionsrückgang der Apoptose von Epithelzellen durch die 
Behandlung mit Rifampicin beobachten konnten (Haslinger-Loffler, Kahl et al. 2005). 
Die ausschließlich extrazelluläre Wirkung von Gentamicin konnte somit keinen 
additiven Effekt ausüben. Aber besonders bei Rifampicin ist die Verwendung einer 
Kombinationstherapie unumgänglich, obwohl z. B. nur 1% der methicillin-suscepible 
Staphylokookus aureus (MSSA) primär  Resistenzen gegenüber Rifampicin 
aufwiesen (Voss, Milatovic et al. 1994). Das Problem ist jedoch, dass in vivo und in 
vitro Studien  gezeigt werden konnte, dass sehr leicht Rifampicin-Resistenzen  durch 
Punktmutationen einzelner Basenpaare in der rpoB Genregion durch einen 
Aminosäureaustausch entstehen können (Aubry-Damon, Soussy et al. 1998).  
Eine Resistenzentwicklung gegen Rifampicin bei einem außerordentlich virulenten 
Bakterienstamm wie ATTC 49230 wäre besonders ungünstig, da dieser sich folglich 
bei einer Rifampicin-Mono-Prophylaxe/Therapie ungehindert intrazellulär replizieren, 
externalisieren, extrazellulär replizieren und in gesunde Osteoblasten 
reinternalisieren könnte. Bei der additiven Verwendung von z. B. Gentamicin würden 
die resistenten Bakterien somit direkt nach der Externalisierung abgetötet werden 
und die Infektion könnte sich somit nicht weiter unkontrolliert ausbreiten. 
Darüber hinaus konnte bei der Kombinationstherapie gezeigt werden, dass durch 
eine Einwirkzeit von 40 h die Bakterienzahl für Cowan I und ATCC 49230 im 
Vergleich zu 20 h signifikant gesenkt werden konnte (Grafiken 20 und 21).  
 
Beim Vergleich der Invasion-Protection-Assays ohne Antibiotika, mit Rifampicin und 
der Kombination beider Antibiotika zu den Zeitpunkten 4 h, 20 h und 40 h konnte 
festgestellt werden, dass die Bakterienzahlen von ATCC 49230  gegenüber Cowan I 
ausnahmslos signifikant erhöht waren (Grafiken 1-3, 7, 8, 10 und 11). Diese 
Erkenntnisse wiesen jedoch nicht auf ein Versagen der Antibiotikatherapie von 
Rifampicin bzw. der Kombination von Rifampicin und Gentamicin bei ATCC 49230 
hin, sondern betonten vielmehr die hohe Virulenz dieses Stammes.  
Bei der Therapie mit Gentamicin ist die Bakterienzahl von ATCC 49230 nach 20 h 
gegenüber Cowan I ebenfalls signifikant erhöht, aber nach 40 h unterschieden sich  
die Bakterienzahlen nicht mehr signifikant. Vermutlich liegt diese Erkenntnis darin 
begründet, dass unter der Gentamicin Therapie die externalisierten Bakterien des 
Stammes ATCC 49230 vermehrt abgetötet wurden. 
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Die Analysen der TEM-Bilder 4 h post Infektionem zeigten bei ATCC 49230 
morphologisch intakte, intrazelluläre Bakterien, die in Vakuolen vorlagen. Diese 
Ergebnisse stützen bisherige Invasion-TEM-Ergebnisse mit unterschiedlichen 
Zellarten (Mactier 2000; Haslinger-Loffler, Wagner et al. 2006). Hudson et al. 
beobachteten 1995 das Vorliegen von internalisierten Bakterien, welche zum Teil in 
Vakuolen vorlagen, sich jedoch zum größten Teil frei im Zytoplasma der 
Osteoblasten befanden. Diese Ergebnisse konnten in der vorliegenden Arbeit nicht 
bestätigt werden, da die intrazellulären Bakterien nach 4 h ausschließlich in 
Vakuolen vorlagen. In Zusammenschau unserer Resultate mit den Ergebnissen von 
Mactier 2000 sowie Haslinger-Löffler, Wagner et al. 2006 müssen die 
Beobachtungen bezüglich der frei im Zytoplasma vorliegenden Bakterien als falsch 
angenommen werden. Die Vorstufen der Invasion, welche mit der Bindung der 
Bakterien an die Zelloberfläche beginnt (Fried, Abidi et al. 1999) und zu strukturellen 
Veränderungen der Zelloberfläche bis zur Phagozytose der Bakterien führt 
(Haslinger-Loffler, Wagner et al. 2006), konnten bei den Analysen 4 h post 
Infektionem nicht beobachtet werden. Zu diesem Zeitpunkt waren nämlich bereits 
alle extrazellulären Bakterien mit Lysostaphin abgetötet worden. 
Die einsetzende Bakteriendigestion unter der Rifampicintherapie wies auf den 
Beginn der Wirksamkeit von Rifampicin hin, wohingegen das extrazellulär wirksame 
Gentamicin keinen direkten negativen Einfluss auf intrazelluläre Bakterien hatte. Die 
Apoptose von Osteoblasten konnte aufgrund des sehr frühen Analysezeitpunktes 
noch nicht nachgewiesen werden. Quantitative signifikante Unterschiede zwischen 
den einzelnen Gruppen bezüglich der intrazellulären Bakteriendichte konnten in den 
TEM-Bildern nicht erhoben werden, da die Einwirkzeit des intrazellulär wirksamen 
Rifampicins zum gewählten Zeitpunkt (4 h) zu gering war. Darüber hinaus wurden 
nur einzelne Osteoblasten selektiv photographiert, deren Anzahl nicht für eine 
statistische Auswertung ausreichend war. 
 
Da es sich in der vorliegenden Arbeit um eine in vitro Studie handelt, konnte die 
Bedeutung des Immunsystems nicht evaluiert werden. Durch das fehlende 
Immunsystem könnte die schnelle Apoptose der Osteoblasten durch ATCC 49230 
erklärt werden. 
In vivo besitzen die bakteriellen Oberflächenantigene einen hohen osteolytischen 
Effekt, indem sie mit Makrophagen und Lymphozyten interagieren. Durch diese 
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Interaktion werden anschließend Zytokine wie z.B. Interleukin-1, Interleukin-6, TNF-α 
und TNF-ß vermehrt produziert und freigesetzt. Eine akute Infektion verursacht somit 
eine intensive inflammatorische Antwort, durch die Thrombosen der endostalen und 
periostalen Blutgefäße ausgelöst werden. Diese führen zu Knocheninfarkten mit 
einer anschließendenden Abzessbildung und Sequesterformation. Eine langsam 
fortschreitende indolente Infektion hingegen führt zu einer milden bis moderaten 
Immunantwort, die somit nur selten eine ischämische Knochennekrose auslöst 
(Ciampolini and Harding 2000). 
Der sogenannte Osteoklastenaktivierungsfaktor setzt sich aus verschiedenen 
Zytokinen zusammen, von denen Interleukin-1 das potenteste Zytokin ist. TNF und 
Lymphotoxine sind weniger leistungsstark, besitzen aber eine synergistische 
Interaktion mit Interleukin-1 (Stashenko, Dewhirst et al. 1987). 
In anderen Studien konnte beobachtet werden, dass Leukozyten zur primären 
Wirtsabwehr bei Staphylokokkus aureus Infektionen gehören (Verdrengh and 
Tarkowski 1997) und deren Faktoren wie z. B. TNF Osteoblasten zur indirekten 
Knochenresorption stimulieren, indem sie über Interleukin-6 mit Osteoklasten 
interagieren (Ishimi, Miyaura et al. 1990). Staphylokokken Infektionen sind somit 
assoziiert mit erhöhten TNF-α und Interleukin-6 Konzentrationen (Yoshii, Magara et 
al. 2002). Diese Zytokine sind dafür bekannt, dass sie die Osteoklastenformationen 
über einen RANKL (receptor activator for nuklear faktor kappa B ligant)-
unabhängigen Mechanismus stimulieren (Kudo, Fujikawa et al. 2002; Kudo, 
Sabokbar et al. 2003). 
 
Die in vitro Ergebnisse der Antibiotikatherapie in dieser Arbeit können nicht komplett 
auf den klinischen Alltag übertragen werden. Erfahrungsmäßig lässt sich die 
Wirksamkeit der einzelnen Antibiotika bzw. deren Kombination nicht für alle 
klinischen Bedingungen vorhersagen (Mader, Landon et al. 1993). Der pH-Wert, Pus,  
Fremdkörper und die Abnahme des Blutflusses sind z. B. Faktoren, die zu einer 
Reduktion der antibiotischen Affinität führen (Neu 1977).  
Aminoglykoside wie Gentamicin sind unter anaeroben, sauren und hyperkapnischen 
Bedingungen weniger aktiv. Obwohl diese Reagenzien unter diesen Bedingungen in 
das infizierte Gewebe diffundieren können, ist deren Wirksamkeit, selbst sensible 
Organismen auszulöschen, eingeschränkt (Reynolds, Hamilton-Miller et al. 1976; 
Verklin and Mandell 1977). 
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Die prophylaktische lokale Applikation von Gentamicin bei Knochen- und 
Gelenkprothesen ist dennoch im klinischen Alltag eine akzeptierte Methode 
(Steinbrink and Frommelt 1995). Derzeit werden antibiotikabeschichtete Implantate 
verstärkt erforscht, um Infektionen nach offenen Frakturen zu verhindern und die 
Knochenheilung zu fördern (Raschke and Schmidmaier 2004, Lucke et al. 2005 
Schmidmaier et al. 2006). Aktuell werden vermehrt Studien über antiinfektiöse 
Beschichtungen von orthopädischen Prothesen veröffentlicht (Darouiche, Green et 
al. 1998; Campbell, Song et al. 2000; DeJong, DeBerardino et al. 2001). Vermutlich 
existieren intrazelluläre sowie extrazelluläre Erkennungsrezeptoren für Bakterien, die 
kooperativ diese Bakterien detektieren und somit die maximale Immunantwort der 
Osteoblasten initiieren (Marriott, Gray et al. 2004). Gentamicin kann die 
intrazellulären Bakterien nicht direkt bekämpfen. Es verhindert jedoch eine 
überschießende Immunantwort aufgrund der Abtötung der extrazellulären Bakterien. 
Durch diese Wirkungsweise wird ein vermehrter zytokinvermittelter Knochenverlust 
gemindert. Zusätzlich wird die weitere Ausbreitung der Infektion durch eine fehlende 
Reinternalisierung der Bakterien in Osteoblasten eingegrenzt. 
 
In der vorliegenden Studie konnten keine stabilen SCVs nachgewiesen werden. 
Dieses liegt möglicherweise in dem aggressiven Verhalten des Bakterienstammes 
ATCC 49230 begründet, der sich bei einem fehlenden Selektionsdruck wieder in 
seine Ursprungsform verwandelte. Dieser Prozess wird als switch bezeichnet.  
In der Literatur werden SCV-Resistenzen gegen Rifampicin in fast 100% 
beschrieben. Die Entwicklung von Resistenzen der SCVs und deren Elternstämme 
sind jedoch immer von der Konzentration des jeweiligen Antibiotikums und dessen 
Einwirkzeit abhängig. In der vorliegenden Arbeit wurde die Rifampicinkonzentration 
jedoch so gewählt, dass sie eine bakterizide Wirkung besaß. Demgegenüber stehen 
die Erkenntnisse anderer Arbeiten, die Rifampicinresistenzen bei SCVs bewusst 
provozierten. Die in vitro Aktivität der SCVs und deren Elternstämme wurden z. B. 
vor und nach 10 Serien-Passagen mit Rifampicin enthaltenen Medium gemessen 
(Schmitz, Fluit et al. 2001).  
Ferner sind SCVs resistenter gegen Aminoglykoside. Es konnte mehrfach gezeigt 
werden, dass diese SCVs regelmäßig und nach kurzer Zeit aus Staphylokokkus 
aureus Kulturen, die mit Gentamicin oder anderen Aminoglykosiden versetzt wurden, 
isoliert werden konnten (Musher, Baughn et al. 1977; Chambers and Miller 1987; 
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Balwit, van Langevelde et al. 1994; Proctor, van Langevelde et al. 1995; Koo, Bayer 
et al. 1996; Baumert, von Eiff et al. 2002).  
In dieser Arbeit wurden Gentamicinkonzentrationen gewählt, die die Bakterien 
abtöteten. Die MICs für Gentamicin bei anderen Arbeiten waren bis zu 32 mal höher 
für die SCVs von Staphylokokkus aureus (1 mg/L) im Vergleich zu den  
Elternstämmen (<0,031 mg/L), wohingegen keine Unterschiede der 
Empfindlichkeiten gegen andere antimikrobielle agents gefunden werden konnten 
(von Eiff, Bettin et al. 1997). 
 
Anhand des klinisch aggressiven internalisierungsfähigen Bakterienstammes 
Staphylokokkus aureus, Subspezies aureus Rosenbach (ATCC 49230) konnte die 
hervorragende Bakteriendigestion von Rifampicin sowie die fehlende Wirkung von 
Gentamicin im Osteoblasteninfektionsmodell nachgewiesen werden. Es konnten 
keine SCVs isoliert werden, da Gentamicin als auch Rifampicin in bakteriziden 
Dosierungen verwendet wurden. 
Beim Einsatz von Antibiotika, insbesondere neuerer Wirkstoffe, sollte somit immer 
bedacht werden in wie weit eine intrazelluläre Wirksamkeit vorliegt, des Weiteren 
belegen die Daten dieser Studie eindeutig die Notwendigkeit von 
Antiobiotikakombinationstherapien in lokal hohen Konzentrationen, um so eine 
effektive antibiotische Therapie von Knocheninfektionen zu ermöglichen. 
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